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Meticilin rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA) je významným nozokomiálním 
patogenem, který se však od 90. let 20. století čím dál více vyskytuje i v komunitě (CA-MRSA). 
Obecně jsou komunitní kmeny virulentnější, avšak méně rezistentní než nemocniční (HA-MRSA). 
Některé linie MRSA, jako např. sekvenční typ 8 byly v šíření úspěšnější než jiné a rozšířily se na 
více místech ve světě. Je známo hned několik příkladů, kdy byly dominující linie nahrazeny jinými. 
Klíčové faktory rozhodující o výběru dominantní linie nejsou vždy zcela zřejmé. V rámci této 
diplomové práce byla provedena longitudinální studie epidemiologie MRSA ve Fakultní 
nemocnici v Motole v období 2018–2020, s charakterizací výskytu klonálních komplexů. Zároveň 
byla provedena multicentrická studie epidemiologie MRSA na Slovensku v období leden – duben 
2020. Dále bylo několik izolátů z dominantních linií fenotypově charakterizováno. Ve FN Motol 
byl zjištěn vysoký výskyt klonálního komplexu 5 se zastoupením spa-typu t586, což je ve shodě 
s recentními studiemi v ČR. Převážné zastoupení klonálního komplexu 5 bylo zjištěno i na 
Slovensku. Rozdílem však byly signifikantní záchyty i jiných sekvenčních typů a klonálních 
komplexů, jako např. EMRSA-15 (20 % izolátů). Dalším významným objevem byl záchyt klonu 
USA300, který je epidemickým klonem v Americe, ale v Evropě jsou dosud zaznamenány pouze 
ojedinělé záchyty. 
 




Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major nosocomial pathogen that 
has spread into the community since the 90s. In general, the community-associated (CA-MRSA) 
strains are more virulent, but less resistant to antimicrobials than the hospital-acquired strains (HA-
MRSA). Some lineages of MRSA such as sequence type 8 have been transmitted more successfully 
around the world than others and there are situations where a dominant lineage has been replaced 
by a new one. The factors that are crucial for the selection of dominant lineage are often not clear. 
As part of this thesis, a longitudinal study of MRSA epidemiology in the Motol University Hospital 
during the period of 2018-2020 was performed and the occurrence of MRSA clonal complexes was 
characterized. A multicenter study of the epidemiological situation of MRSA in Slovakia during 
the period of January – April 2020 was also performed concomitantly. Moreover, several isolates 
from dominant lineages were further characterized by their phenotype. In the Motol University 
Hospital study, it was found that the HA-MRSA of the clonal complex 5 dominates and is 
represented mainly by spa-type t586; a finding that concurs with recent studies from the Czech 
Republic. In Slovakia, similar to the Czech Republic, MRSA lineages from clonal complex 5 were 
predominant.  Other lineages were also significantly present e.g. HA-MRSA lineages from clonal 
complex 22, also known as EMRSA-15 (20% of isolates) and more importantly, the epidemic 
USA300 clone was detected, which is an epidemic clone in the United States, but has so far been 
was rarely reported in Europe. 
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Staphylococcus aureus (S. aureus) je grampozitivní bakterie, která může svého hostitele 
pouze kolonizovat, ale také způsobovat závažné infekce. Je spojována s infekcemi v souvislosti 
s nemocniční péčí a je významným nozokomiální patogenem. Z infekcí, které způsobuje, převažují 
infekce kůže a měkkých tkání, jako jsou kožní léze, abscesy, furunkuly apod. Také se řadí mezi 
častého původce endokarditid a osteomyelitid. Infekce S. aureus jsou velmi často u starší populace 
ve spojitosti s dlouhodobou nemocniční péčí. 
S. aureus v podobě rezistentních kmenů MRSA je také zosobněním jedné z největších hrozeb 
současné doby, a to rezistence k antibiotikům. Vývoj nových antibiotik je zdlouhavý a nepříliš 
ekonomicky výhodný proces, vzhledem k relativně rychlému vzniku rezistence i charakteru 
antibiotik jakožto léčiva, které pacient potřebuje užívat pouze několik dní, pokud je terapie 
úspěšná. Vzhledem k riziku šíření jsou velkým problémem plazmidy a jiné mobilní genetické 
elementy nesoucí geny antibiotické rezistence (McCarthy a Lindsay 2012). Jedním z příkladů 
takového mobilního genetického elementu je stafylokoková chromozomální kazeta SCCmec, která 
má za následek rezistenci S. aureus k většině β-laktamových antibiotik, včetně meticilinu, díky 
němuž získal meticilin rezistentní S. aureus své jméno – MRSA. Toto β-laktamové antibiotikum 
bylo zavedeno do klinické praxe na konci 50. let, v současné době se již nepoužívá, ale označení 
MRSA zůstalo. 
Od 60. let, kdy se poprvé objevil MRSA, se kmeny rezistentní k meticilinu staly významnými 
původci nemocničních infekcí. Později se začaly objevovat případy, které nesouvisely 
s nemocniční péčí a pocházely z komunitního prostředí (Begier et al. 2004) a případy spojované 
s péčí o zvířata (Witte et al. 2007). V České republice byly první případy výskytu MRSA 
zaznamenány v 90. letech (Melter et al. 1999). 
Epidemiologie MRSA je charakterizována výskytem úspěšných klonálních linií 
epidemických klonů, které mohou lokálně i globálně tvořit většinu detekovaných izolátů MRSA. 
Studium klonální struktury je proto zásadním bodem pro pochopení šíření MRSA a pro zavedení 
účinných protiopatření. 
V naší zemi se vystřídalo několik dominantních klonálních linií MRSA. Tato práce navazuje 
na studii naší laboratoře analyzující epidemiologii MRSA v ČR v roce 2017, kdy v současné době 
je v nemocnicích častý klonální komplex 5 v zastoupení hlavně spa-typů t003, t014 a t586 (Tkadlec 





2. Cíle práce 
Cílem této práce bylo navázat na studii Tkadlec et al. 2021, která v roce 2017 studovala 
epidemiologii MRSA v jedenácti českých nemocnicích, sledováním epidemiologie MRSA ve 
Fakultní nemocnici v Motole. Dále srovnat situaci v ČR se Slovenskem a provést podrobnější 
analýzu izolátů z hlavních linií MRSA. 
Byly stanoveny následující dílčí cíle této diplomové práce: 
• Analýza izolátů MRSA ve Fakultní nemocnici Motol nasbíraných v období 2018-2020, 
zahrnující určení citlivosti k antibiotikům, detekci výskytu Panton-Valentinova 
Leukocidinu, charakterizaci klonální struktury. 
• Analýza izolátů MRSA ze Slovenska nasbíraných v období leden-duben 2020, zahrnující 
určení citlivosti k antibiotikům, detekci výskytu Panton-Valentinova Leukocidinu, 
charakterizaci klonální struktury. Srovnání s izoláty MRSA z ČR. 
• Bližší charakterizace izolátů reprezentující hlavní linie MRSA, stanovení jejich růstové 
rychlosti, tvorby biofilmu a hemolýzy s cílem objasnit faktory ovlivňující šíření těchto linií 
MRSA. 
 
Byly stanoveny následující hypotézy: 
• Dle dat z minulých let je předpoklad přetrvávající dominance klonálního komplexu 5 ve FN 
Motol s převládajícím spa-typem t586 
• Vzhledem k neexistenci epidemiologických dat na Slovensku, sousedstvím a úzkým 
kontaktem s Českou republikou je předpoklad výskytu podobných spa-typů jako v České 
republice 
• Předpoklad rozdílů v růstových rychlostech mezi analyzovanými kmeny, rozdílný vliv 
přidání subinhibičních dávek antibiotik na nemocniční versus komunitní linie MRSA 





3. Literární přehled 
3.1 Základní biologické vlastnosti a klinický význam S. aureus 
Staphylococcus aureus je grampozitivní fakultativně anaerobní kokovitá bakterie, 
v mikroskopu tvoří hroznovité kokovité shluky. S. aureus je oportunní patogen a až 40 % populace 
je bezpříznakově kolonizováno (Becker et al. 2016). Nejčastěji je toto nosičství na nosní sliznici a 
je jedním z rizikových faktorů predisponující vznik případné infekce, v případě invazivní infekce 
u pacientů s prokázaným nosičstvím S. aureus je ve většině případů původem ten samý kmen 
(McCarthy et al. 2012). Tato primárně komenzální bakterie má potenciál vyvolat různé typy 
infekcí, nejčastěji infekce kůže a měkkých tkání. Mezi další onemocnění, které S. aureus 
způsobuje, řadíme infekce dýchacích cest, endokarditidy, osteomyelitidy, infekce močových cest 
a sepse. Jeho virulentní faktory, schopnost odolávat vysušení (Loftus et al. 2018) a přežívat ve 
vysokých koncentracích solí – až v 25% koncentraci NaCl (Vaish et al. 2018) ho řadí mezi 
významné grampozitivní nozokomiální patogeny. 
Virulentní faktory často nejsou esenciální, ale dávají svému nositeli selekční výhodu. Jsou 
obvykle přenášeny na mobilních genetických elementech, mezi které se řadí např. plazmidy, 
profágy nebo ostrovy patogenicity. Vzhledem k horizontálnímu přenosu se výskyt mobilních 
genetických elementů liší mezi jednotlivými liniemi S. aureus (McCarthy a Lindsay 2012) . Známý 
virulentní faktor S. aureus je např. Panton-Valentinův leukocidin (PVL). Tento leukocidin je 
přenášen na profágovi φ2, bývá přítomen u cca 10 % izolátů MRSA (Tkadlec et al. 2021) a zhoršuje 
průběh stafylokokové infekce. Dalším z významných virulentních faktorů jsou hemolyziny. 
Hemolyzin α se váže na erytrocyty a vytváří v jejich membráně póry, čímž je lyzuje. Při kultivaci 
na krevním agaru je tento jev pozorován jako zprůhlednění krevního agaru.  
 
Tab 1. Seznam virulentních faktorů S. aureus. Převzato a upraveno z (Badarau et al. Nagy 2017; McCarthy a Lindsay 
2013; Holochová et al. 2010) 
Virulenční 
faktor 
Zástupce Cíl působení Výskyt 
Adheziny 
  Core variable 
genome 
Koaguláza    
Stafylokináza  Štěpení IgG Bakteriofág φ3 
Hemolyziny 
Hla 
 Epiteliální a endoteliální 
buňky 
Core variable 
genome – IEC2 
locus 
HlgAB Erytrocyty Leukocyty – lyze fagocytů 
(neutrofilů, granulocytů, 









  Leukocidiny 
PVL  Bakteriofág φ2 
LukED Erytrocyty 
Core variable 
genome – Glβ 
locus 
LukMF  Bakteriofág φ1 
Enterotoxiny A-E T-buňky Aktivace velkého počtu T 
buněk, proliferace a masivní 
uvolňování chemokinů a 
protizánětlivých cytokinů => 





















3.2 Antibiotická rezistence S. aureus 
Po rychlém získání rezistence k penicilinu se pro léčbu S. aureus vyvinula účinnější β-
laktamová antibiotika, která jsou v mnoha případech infekce prvním antibiotikem volby. I k novým 
β-laktamovým antibiotikům si ale některé kmeny S. aureus získaly rezistenci. Mimo rezistence 
k těmto antibiotikům jsou velkým problémem kmeny S. aureus, které získaly tzv. multirezistenci, 
rezistenci k alespoň jednomu antibiotiku ve třech různých skupinách antibiotik (Magiorakos et al. 
2012). Mnoho kmenů MRSA je mimo β-laktamových antibiotik rezistentní také k jiným skupinám 
antibiotik, např. k fluorochinolonům, makrolidům a linkosamidům (Tkadlec et al. 2021). 
 
3.2.1 Genetický základ MRSA 
Meticilin rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA) je charakterizován několika geny, které 
mu dávají schopnost odolat působení β-laktamových antibiotik. Tyto geny jsou součástí 
stafylokokové chromozomální kazety SCCmec. 
SCCmec je mobilní genetický element o délce 21 kbp až 67 kbp (Zhang et al. 2005). Tento 
mobilní genetický element byl do S. aureus přenesen horizontálním genovým transferem z 
koaguláza negativních stafylokoků (Couto et al. 1996). Harkins et al. provedli celogenomové 
sekvenování u izolátů, které se objevily ve Velké Británii 60. a 70. letech a v Dánsku v 60. až 80. 
letech a zjistili, že kazeta SCCmec zodpovědná za rezistenci k meticilinu byla horizontálním 
genovým transferem přenesena do S. aureus s 95 % pravděpodobností v roce 1946 nebo dříve. 
Z tohoto objevu vyplývá, že zavedení meticilinu do klinické praxe nebylo primární příčinou vzniku 




Základní komponentou kazety SCCmec jsou rekombinázy Ccr, které zajišťují vystřižení a 
integraci kazety SCCmec. Tyto rekombinázy jsou kódovány geny ccrA, ccrB a ccrC. Gen ccrC 
zajišťuje přenos SCCmec samostatně, geny ccrA a B fungují dohromady (Ito et al. 2004; Katayama 
et al. 2000). 
Další součástí SCCmec je gen mec. Ten kóduje alternativní penicilin vázající protein 2 
(PBP2a), ve většině případů je kódován genem mecA a podílí se na biosyntéze peptidoglykanu 
v případě, že je MRSA vystaven β-laktamovým antibiotikům. Tato antibiotika cílí na penicilin 
vázající protein (PBP), který je esenciální při tvorbě peptidoglykanu. PBP2a zajišťuje rezistenci ke 
všem β-laktamovým a cefalosporinovým antibiotikům vyjma ceftobiprolu a ceftarolinu (Becker et 
al. 2014). V roce 2011 García-Álvarez et al. popsali u izolátu LA-MRSA homolog genu mecA a 
nazvaly jej mecALGA251, dnes je gen označován jako mecC. Tento gen nelze detekovat latexovou 
aglutinací ani PCR esejí pro detekci genu mecA. Gen mecC je nesen kazetou SCCmec typu XI. 
(García-Álvarez et al. 2011). V roce 2020 byl popsán první případ kmene, jehož SCCmec 
obsahovala gen mecA i mecC (Sekizuka et al. 2020). Gen mecB, jehož produkt také nahrazuje PBP 
v jeho funkci, byl u S. aureus popsán v roce 2018. Na rozdíl od mecA a mecC je ale přenášen na 
plazmidu (Becker et al. 2018). Region mec dále obsahuje signální transduktorový protein 
(kódovaný genem mecR1) a represorový protein (kódovaný genem mecI). 
Zbytek kazety, která není součástí ccr ani mec regionů je nazývána regionem J (joining 
region). Region J se rozděluje do tří podskupin, J1-J3. V tomto regionu jsou v podobě 
integrovaných plazmidů či transpozonů kódovány geny rezistence k dalším antibiotikům, jako 
např. integrovaný plazmid pUB110, který nese rezistenci k tobramycinu a kanamycinu. Region J 
také může obsahovat rezistenci k těžkým kovům jako je např. kadmium. Tato rezistence je nesená 
na transpozonu ΨTn 554 (Ito et al. 2014). 
U SCCmec rozlišujeme typy I až XIV, nejnovější typ SCCmec XIV byl popsán v roce 2020 
(Urushibara et al. 2020). Typy SCCmec se mezi sebou liší kombinací genů ccr, mec a typem 
regionu J. Větší kazety SCCmec typu I a II jsou spojovány s nemocniční MRSA a často nesou 
dodatečné geny rezistence, zatímco SCCmecIV bývá kratší a vyskytuje se hlavně u komunitních 
MRSA (Ma et al. 2002). Tyto kazety jsou tedy významné nejen přenosem rezistence k β-
laktamovým antibiotikům, ale v mnoha případech přenáší rezistenci k řadě dalších antibiotik (Ito 






3.3 Populační struktura MRSA 
Podrobnějším zkoumáním lze odhalit, že mezi izoláty S. aureus existují značné genetické 
rozdíly, ovlivňující jejich schopnosti způsobit infekci a odolávat působení imunitního systému a 
antibiotické léčbě. Tyto rozdíly zahrnují  přítomnost genů kódujících povrchové proteiny, genů pro 
faktory interagující s imunitním systémem hostitele (Mccarthy a Lindsay 2010), a také  přítomnost 
mobilních genetických elementů jako jsou plazmidy a s nimi spojené geny rezistence (McCarthy a 
Lindsay 2012). Podle vzájemné podobnosti lze izoláty S. aureus rozdělit do genetických linií, tzv. 
klonálních komplexů (Clonal complex – CC). Klonální komplexy byly původně určeny na základě 
typizační metody multilokusové sekvenační typizace (MLST) jako skupina sekvenčních typů (ST) 
mezi nimiž je rozdíl nejvýše ve dvou alelách ze 7 srovnávaných genů (viz Kapitola 3.3.1.) (Enright 
et al. 2000; Feil et al. 2003). Rozdělení do skupin odpovídajících klonálním komplexům ale 
potvrzuje i podrobnější analýza založená na celogenomovém sekvenování. Planet et al. analyzoval 
129 veřejně dostupných genomů S. aureus, fylogenetická analýza těchto genomů ukazuje rozdělení 
do skupin korespondujících s klonálními komplexy, zároveň ukazuje značnou genetickou 
vzdálenost mezi jednotlivými klonálními komplexy (viz Obrázek 1) (Planet et al. 2017). Jedním 
z důvodů tohoto jasného vymezení klonálních linií je přítomnost mechanismů, které brání 
horizontálnímu přenosu genetické informace mezi nepříbuznými izoláty a spoluurčují tak klonální 
strukturu S. aureus. Příkladem může být  Sau1 – restrikčně modifikační systém typu I (Waldron a 
Lindsay 2006). Vzhledem k tomuto rozdělení se evolučně výhodné znaky, jako jsou geny kódující 
rezistenci k antibiotikům, virulentní faktory a další, šíří dominantně populační expanzí nositelů 
těchto znaků, tedy klonálních komplexů. Rozdělení do klonálních komplexů je ještě více patrné u 
meticilin rezistentních kmenů S. aureus (MRSA), kde pouze u některých klonální linií došlo 
k akvizici determinanty rezistence k meticilinu. Vývoj epidemiologie MRSA je charakteristický 
epidemickými „vlnami“ (Chambers a Deleo 2009), kdy po získání rezistence k meticilinu (a dalších 
genetických determinant) dochází k rozsáhlému rozšíření úspěšné klonální linie.  Pro účely 






Obr. 1. Fylogenetická analýza populační struktury S. aureus. A) analýza na základě „core genome“ – tj. pouze genů 
přítomných ve více než 80 % analyzovaných genomů; B) celého genomu; C) přídatného genomu (accessory genome). 
Převzato z (Planet et al. 2017). 
 
3.3.1 Typizační metody pro studium populační struktury S. aureus 
K rozlišení izolátů S. aureus, včetně jejich zařazení do klonálních linií, se používají tzv. 
typizační metody. Z praktického hlediska je typizace bakteriálních izolátů využívána pro popis 
epidemického šíření (outbreak), tzn. jestli jsou případy stafylokokové infekce vyskytující se 
v daném čase a místě způsobeny stejným kmenem a jsou tedy v příčinné souvislosti. Mimo to má 
typizace význam v monitorování populační struktury dané bakterie a umožňuje tedy sledovat vývoj 
a rozšíření klonálních linií, ať už z hlediska časového nebo geografického, také tím typizace 
poskytuje globální pohled na epidemiologii S. aureus. K typizaci S. aureus se využívalo nebo 
využívá mnoho metod, ty hlavní z nich budou popsány v následujících odstavcích. 
 
Multilokusová sekvenační typizace – MLST (multilocus sequence typing) 
V roce 2000 publikoval Enright et al. popis eseje pro typizaci izolátů S. aureus pomocí 
MLST. V této studii si nejprve zvolili 14 tzv. „house-keeping“ genů. Tyto geny sekvenovali u 10 
izolátů S. aureus a následně pro MLST typizační schéma S. aureus vybrali 7 genů, jejichž sekvence 
vykazovaly mezi srovnávanými izoláty největší variabilitu, měly tedy největší počet alel. Mezi tyto 
geny se řadí gen pro karbamát kinázu (arcC), pro šikimát dehydrogenázu (aroE), pro glycerol 
kinázu (glp), guanylát kinázu (gmk), fosfát acetyltransferázu (pta), triofosfát izomerázu (tpi) a 
acetyl koenzym A acetyltransferázu (yqiL). Analyzované úseky těchto genů mají délku v rozmezí 




kombinace alel (alelický profil) se určí ST typ (Enright et al. 2000). Pokud mají 2 izoláty 
identických všech sedm alel, tak patří oba do stejného sekvenčního typu. V případě záměny, byť 
jediné alely, je ST typ jiný (Feil et al. 2003). 
MLST byla validována pomocí pulzní gelové elektroforézy (PFGE) (viz dále), představující 
tehdejší standardní typizační metodu. ST typy, které si byly velmi podobné, byly rovněž potvrzeny 
jako příbuzné pomocí PFGE, kdy se lišily pouze ve dvou až šesti fragmentech, na rozdíl od 
sekvenčně vzdálených ST typů, které i PFGE určila jako nepříbuzné lišící se ve velkém počtu 
fragmentů (Enright et al. 2000). 
Příbuzné ST typy se řadí do klonálních komplexů (CC). Do jednoho CC patří takové ST, 
které mají identické 5 a více alel s minimálně jedním ST (Feil et al. 2003). Do stejného klonálního 
komplexu může patřit zároveň MSSA i MRSA, vysvětluje se to přijetím kazety SCCmec MSSA 
klonem nebo ztrátou kazety SCCmec. 
Oproti dříve používané metodě PFGE je MLST lépe reprodukovatelná a data jsou lépe 
srovnatelná mezi laboratořemi. Nevýhodou MLST je relativně omezené rozlišení, nerozeznání 
dvou velmi podobných izolátů, které se liší v jiných genech, než na které MLST cílí a také cena, 
vzhledem k sekvenaci 7 fragmentů DNA. 
 
spa-typizace 
Další metodou založenou na srovnávání sekvencí vybraných úseků DNA mezi izoláty S. 
aureus je spa-typizace, oproti MLST cílí pouze na jeden gen, a to na gen stafylokokového proteinu 
A (SpA). SpA je významný virulentní faktor S. aureus, je to povrchový protein, jehož domény A-
E váží protilátky a zabraňují tak označení a zneškodnění bakterie imunitním systémem. Gen pro 
protein SpA obsahuje variabilní oblast X. Tato část genu spa zahrnuje repetitivní oblast Xr, která 
je variabilně dlouhá a skládá se z různého počtu a typu repetic o délce 24-27 bp (Santos-Júnior et 
al. 2016). Tato oblast je cílem spa-typizace. 
V porovnání s MLST umožňuje spa-typizace, vzhledem k variabilitě cílové oblasti, vyšší 
rozlišení mezi izoláty, a je tedy vhodnější pro analýzu lokálních epidemií. Zároveň je ale 
analyzovaná variabilní oblast dostatečně stabilní, aby bylo možné identifikovat příbuzné izoláty 
(Robinson a Enright 2003). Gen pro protein A i geny analyzované v rámci MLST jsou lokalizovány 
na chromozomu S. aureus, a jsou vzácně cílem rekombinace, a protože variabilní oblast genu pro 
protein A se mění rychleji než geny MLST schématu, tak obvykle platí, že více spa-typů může 
patřit do jednoho ST nebo klonálního komplexu, ale ne naopak. Praktickým důsledkem je, že 
sekvenční typ nebo klonální komplex lze v mnoha případech ze spa-typu odvodit, pokud je 




Výhodou spa-typizace je také existence softwaru (Ridom StaphType) umožňující 
automatické přiřazení analyzovaných sekvencí k existujícím spa-typům a také klastrovací analýzu 
pomocí algoritmu BURP (based upon repeat pattern), který dokáže seskupit blízce příbuzné spa-
typy (Harmsen et al. 2003). Vzhledem k analýze pouze jednoho lokusu je tato metoda také méně 
pracná a levnější než MLST. 
 
Pulzní gelová elektroforéza – PFGE 
Pro typizaci S. aureus se dříve hojně využívala makrorestrikční analýza genomové DNA s využitím 
pulzní gelové elektroforézy, označovaná obvykle zkráceně jako pulzní elektroforéza (PFGE – 
Pulse field gel electrophoresis). Principem metody je šetrná extrakce chromozomální DNA, 
nastříhání DNA restrikčními enzymy s nízkou frekvencí výskytu cílových míst (SmaI u S. aureus) 
a následné rozdělení vzniklých fragmentů genomové DNA pomocí pulzní elektroforézy dle jejich 
velikosti. U izolátů se pak porovnával velikostní profil přítomných fragmentů. Výhodou PFGE je 
vysoká diskriminační síla, dokáže identifikovat rozdíly mezi izoláty stejných ST typu i spa-typů, 
což je vhodné pří analýze epidemii na lokální úrovni. Nevýhodou této metody je, že nepracuje 
přímo se sekvencemi DNA, ale pouze s velikostí fragmentů, a také že postup analýzy je pracný a 
vyhodnocení poměrně subjektivní. Důsledkem je nízká reprodukovatelnost mezi jednotlivými 
laboratořemi. PFGE také nedokáže určit příslušnost ke klonálním komplexům. Z těchto důvodu 
byla PFGE postupně nahrazena metodami jako je MLST, spa-typizace a nověji i WGS, které 
poskytují mnohem jednoznačnější a univerzálnější výsledky. 
 
Celogenomové sekvenování 
S rozvojem a větší dostupností metod celogenomového sekvenování (WGS – Whole 
Genome Sequencing) se z WGS stává univerzální metoda pro charakterizaci bakteriálních izolátů 
a své uplatnění našla i jako typizační metoda izolátů S. aureus (Durand et al. 2018). 
WGS poskytuje ohromné množství dat o genomu studovaných izolátů, ze kterých lze určit 
jak spa-typ, tak ST typ daného izolátu (Bartels et al. 2014; Larsen et al. 2012), navíc lze určit 
přítomnost genu rezistence a virulence a dalších genetických markerů. Celogenomová data 
jednotlivých izolátů umožňují rozpoznat rozdíly v jednotlivých nukleotidech, tzv. single nucleotide 
polymorfism (SNP), mezi studovanými izoláty, což umožňuje rozlišení mezi izoláty, jaké MLST 
ani spa-typizace neumožňují, ale lze izoláty spolehlivě přiřadit ke klonálním komplexům, což je 
naopak limitací PFGE (Durand et al. 2018). Na základě rozdílu SNP můžeme určit příbuznost 
jednotlivých izolátů. Nevýhodou této metody je finanční náročnost, délka trvání a zpracování 




Kmeny MRSA se typizují také určením stafylokokové chromozomální kazety mec 
(SCCmec). Tato kazeta je blíže popsána v kapitole 3.2.1.  
 
3.3.2 Globální linie MRSA 
Jak už bylo zmíněno výše, S. aureus se šíří klonálně. V průběhu let získávaly výhodu různé 
linie. V současné době je na světě přibližně 10 dominantních klonálních komplexů MRSA, které 
globálně zahrnují většinu případů MRSA.  Mezi ně patří CC5 zastoupený např.  spa-typy t003 a 
t014 (Grundmann et al. 2014), nebo také CC8 v Americe zastoupený jako velmi úspěšný klon 
USA300 (Tenover et al. 2006). Původ některých MRSA je v nemocnicích a jsou spojeny 
s nozokomiálními infekcemi, některé MRSA se ale šíří i v komunitě (Rolo et al. 2012). Dále může 
být MRSA spojován s péčí o hospodářská zvířata (Voss et al. 2005). V současné době s vývojem 
klonálních linií rozdíly mezi nemocniční a komunitní MRSA mizí. 
 
Obr. 2. Prevalence MRSA ve světě. V severní Evropě (Island, Norsko, Finsko, Švédsko a Dánsko) a Nizozemí je 
prevalence do 5 %, díky jejich cílenému programu na snížení prevalence MRSA. V USA je takto vysoká prevalence 
díky severoamerické variantě USA300, v Jižní Americe se jedná o jihoamerickou variantu USA300. Převzato z (Lee 









Nemocniční MRSA (HA-MRSA) 
MRSA se objevil již rok po zavedení meticilinu do klinické praxe v roce 1959 ve Velké 
Británii (Lee et al. 2018). Díky zavedení meticilinu získal MRSA selekční výhodu v šíření a stal 
se významným nozokomiálním patogenem. Až do 80. let 20. století byl spojován hlavně s případy 
spojenými s nemocniční péčí, tzv. hospital-associated MRSA (HA-MRSA). V 60. až 70. letech se 
v Dánsku vyskytovaly MRSA izoláty s rezistencí k penicilinu, streptomycinu, tetracyklinu a často 
také k erytromycinu, tento antibiotický profil byl také pozorován na izolátech, které se objevovaly 
ve Velké Británii v 60. letech (Crisóstomo et al. 2001).  
Až do konce 70. let se v nemocnicích ve světe vyskytovaly tzv. archaické klony MRSA, které 
potom ale záhadně vymizely. Tyto klony se nerozšířily mimo nemocniční zařízení a vyvinul se z 
nich např. Iberijský klon, který byl dominantní ve velké části Evropy (Oliveira et al. 2001). 
Crisóstomo et al. porovnávali archaické klony MRSA a MSSA s novějšími klony. U MSSA klonů 
se našly podobnosti např. s EMRSA-16 (Crisóstomo et al. 2001). 
Na konci 60. let 20. století se začal šířit sekvenční typ 239 (Castillo-Ramírez et al. 2012; 
Harris et al. 2010). Na první pohled je vysoká podobnost mezi ST8 a ST239, tyto dva sekvenční 
typy se liší v jednom genu MLST (gen arcC). Robinson a Enright ale objevili, že přibližně 20 % 
genomu ST239 (minimálně 557 kb) bylo horizontálně přeneseno od ST30 (Robinson a Enright 
2004). Jako jeden z mála je ST239 nositelem SCCmecIII. Všechny tyto elementy ze ST239 
zahrnují operon pro rezistenci ke kadmiu, některé SCCmecIII elementy také kódují operon pro 
rtuťovou rezistenci. Dle studie od Monecke et al. lze rozlišit SCCmecIII ST239 na 39 odlišných 
subtypů se třemi významnými kmeny: Eurasijský, Jihoamerický/kmen Středního východu a kmen 
jihovýchodní Asie (Monecke et al. 2018). Eurasijský kmen byl popsán Harris et al. a Castillo-
Ramírez et al. v letech 2010 a 2012 jako Turecký kmen vzhledem k významnému rozšíření 
v Turecku, později byl ale přejmenován na Eurasijský z důvodů výskytu tohoto kmene nejen 
v Turecku, ale i ve východní Evropě, Rusku, na Balkánu a v Pákistánu (Castillo-Ramírez et al. 
2012; Harris et al. 2010). Pro tento kmen je charakteristická integrace transpozonu IS431 do genu 
nsaB. Kmen jihovýchodní Asie je významný přítomností genu sasX/sesI, který je nesen na 
profágovi. U Jihoamerického/kmene Středního východu tento gen naopak chybí (Monecke et al. 
2018). V Evropě se v 90. letech významně rozšířily některé klony spadající pod ST239. Na začátku 
90. let v portugalských nemocnicích dominoval tzv. Portugalský klon (ST239-III), postupně byl 
ale nahrazen Iberijským klonem (ST247-I) v polovině 90. let. Z Jižní Ameriky se do Evropy přes 
Portugalsko dostal tzv. Brazilský klon (ST239-IIIA), který v Portugalsku nahradil Iberijský klon 
(Aires De Sousa a De Lencastre 2004). Brazilský klon je (např. spa-typ t037) ve většině případů 




trimetroprim-sulfametaxazolu (Kong et al. 2017). Dalším z významných klonů ST239 byl 
Maďarský klon, který v 90. letech převládal v Maďarsku – 74 % izolátů MRSA patřilo 
Maďarskému klonu. Postupně byl v Maďarsku nahrazen Jihoněmeckým klonem (ST228-I) a 
Newyorksko-japonským klonem (ST5-II) (Conceição et al. 2007). 
V 90. letech dominoval v Evropě Iberijský klon (ST247, SCCmecI). Tento klon patří do 
klonálního komplexu 8 a záchyty byly zaznamenány od Portugalska až po Českou republiku, 
Skotsko a Itálii (Mato et al. 1998). Všechny izoláty byly rezistentní k ciprofloxacinu, gentamicinu, 
oxacilinu a tobramycinu. Většina izolátů pak byla rezistentní k erytromycinu, rifampinu, 
pefloxacinu a cefalosporinům. V novém tisíciletí byl Iberijský klon postupně nahrazován jinými 
klony, např. Italským klonem (ST228-MRSA-I) v Itálii (Campanile et al. 2009). 
V 90. letech 20. století se ve Velké Británii rozšířil klon EMRSA-15 a během 10 let se stal 
dominantním klonem ve Velké Británii (Johnson et al. 2001). V dalších letech se rozšířil např. do 
Německa a České republiky. EMRSA-15 patří do sekvenčního typu 22 a v roce 2011 to byl jeden 
z nejvýznamnějších klonů v Evropě (Grundmann et al. 2014). EMRSA-15 nedominoval pouze 
v Evropě, ale i v Austrálii. V roce 2016 tam tvořil ¾ izolátů HA-MRSA, během let tak nahradil 
ST239-MRSA-III, který v Austrálii v roce 2003 tvořil 86,8 % izolátů HA-MRSA (AGAR 2017; 
Coombs et al. 2004). 
Mezi významné linie HA-MRSA patří klonální komplex 5 (CC5). Na konci 90. let byl 
v Německu pozorován vzestup kmene nového pulzotypu, později nazvaného Rýnsko-Hessenský 
klon, který v roce 2006 podle Institutu pro lékařskou mikrobiologii a hygienu v Tübingenu tvořil 
60 % zachycených izolátů (Schulte et al. 2013). V té době byly významné spa-typy t002 a t003 a 
postupem času se začal prosazovat i spa-typ t014. Ve studii od Grundmann et al., ve které 
charakterizovali 1130 izolátů MRSA z 25 evropských zemí, byl t003 druhým nejčastějším spa-
typem a t002 čtvrtým nejčastějším (Grundmann et al. 2014). Rýnsko-Hessenský klon je 
významným klonem také v Rakousku a Polsku (Chmielarczyk et al. 2017; Zarfel et al. 2016). ST5 
často nesou SCCmecII nebo IV, zatímco u izolátů ST225 (patří k CC5) byla detekována pouze 
SCCmecII. Většina izolátů ST5 a ST225 je rezistentní k oxacilinu, erytromycinu, klindamycinu a 












Komunitní MRSA (CA-MRSA) 
V roce 2000 vydalo americké centrum pro kontrolu a prevenci nemocí definici komunitní 
MRSA (community-associated MRSA, CA-MRSA). Infekce CA-MRSA je taková, kdy dochází 
k izolaci MRSA do 48 hodin od přijetí pacienta do nemocnice, a zároveň od jiné hospitalizace, 
chirurgického zákroku, dialýzy nebo pobytu v zařízení dlouhodobé péče uběhl více než 1 rok, dále 
pacient v době izolace MRSA nemá zavedený katetr nebo perkutánní zařízení a v předchozí době 
mu nebyla diagnostikována MRSA (Buck et al. 2005). Kmeny vyskytující se jako CA-MRSA se 
od HA-MRSA liší v několika významných faktorech. Jedním z těchto faktorů je SCCmec typ, kdy 
u HA-MRSA se nejčastěji vyskytuje SCCmec I, II a III, zatímco u CA-MRSA jsou nalézány 
SCCmec IV a V, které jsou kratší a předpokládá se, že svou kratší délkou působí menší zátěž na 
fitness MRSA (Ma et al. 2002). Multirezistentní CA-MRSA jsou spíše výjimkou, např. 
nemultirezistentní izoláty klonu komunitní MRSA USA-300 mají většinou kromě rezistence k β-
laktamovým antibiotikům jen rezistenci k erytromycinu a ciprofloxacinu (Tenover et al. 2006). U 
HA-MRSA je situace odlišná, důsledkem většího tlaku v rámci nemocničního prostředí jsou 
rezistentní k více antibiotikům. CA-MRSA bývá virulentnější než HA-MRSA, ale ne více než 
mnoho meticilin citlivých kmenů (Cheung et al. 2011). Dalším rozdílem je Panton-Valentinův 
leukocidin (PVL). Tento cytolytický toxin není v základní výbavě S. aureus, ale je kódován na 
profágovi, proto se vyskytuje pouze u některých linií, u HA-MRSA se vyskytuje minimálně a 
nalézáme ho často u komunitních kmenů MRSA (Vandenesch et al. 2003). 
Vyšší virulence CA-MRSA byla pozorována také v korelaci s vyšší aktivitou agr quorum 
sensing regulačního systému (Cheung et al. 2011). Doplňkový genový regulátor Agr (Accessory 
gene regulator) je jedním z dvoukomponentových systémů, které ovlivňují virulenci S. aureus. Agr 
se podílí na regulaci významných faktorů virulence, jako je např. alfa toxin, gamma-hemolyzin, 
leukocidiny (lukAB, lukGH) a moduliny rozpustné ve fenolu (phenol soluble modulins, PSM). 
Zároveň se podílí na regulovaném snížení exprese některých povrchových proteinů, jako je SpA 
nebo povrchové receptory MnhA, MnhF a MnhG. Významnou roli ve virulenci hrají ale i další 
regulační vlivy (Li et al. 2009). 
V 80. letech se začaly objevovat případy komunitní infekce MRSA, (CA-MRSA) (Saravolatz 
et al. 1982). Do té doby se lékaři setkávali s rezistentními kmeny, které ale nebyly tak virulentní a 
nebyl u nich přítomen PVL. Jak již bylo zmíněno výše, CA-MRSA je oproti HA-MRSA 
virulentnější a některé izoláty produkují PVL (Vandenesch et al. 2003). CA-MRSA se začalo 
věnovat více pozornosti až v 90. letech, kdy se v USA objevily fatální případy sepse a pneumonie 
u jinak zdravých dětí (Herold et al. 1998). Tyto infekce MRSA se projevovaly odlišně od těch 




sportovních týmů a armádních rekrutů, opět bez spojitosti s nemocniční péčí (Aiello et al. 2006; 
Begier et al. 2004). Tyto infekce způsobil PFGE pulzotyp USA400, který byl později nahrazen 
pulzotypem USA300 (CC8, spa-typ t008) (Jones et al. 2014). 
Jedním z významných klonálních komplexů, ve kterém se vyskytuje CA-MRSA je klonální 
komplex 8 (CC8). Mezi jeho významného zástupce patří zmíněný epidemický klon USA300, který 
se začal šířit v 90. letech v USA a postupně začal dominovat i v nemocničním prostředí. Mezi lety 
2001 – 2004 se výskyt USA300 v USA signifikantně zvýšil (Tenover et al. 2006) a v roce 2005 
bylo v San Franciscu téměř 90 % případů MRSA z komunity, z toho 78,5 % případů bylo 
způsobeno izoláty USA300. Mimo rezistence k β-laktamovým antibiotikům jsou ve většině 
případů izoláty patřící k USA300 rezistentní k erytromycinu a některé izoláty i k fluorochinolonům 
(Liu et al. 2008). 
 Označení USA300 odkazuje ke klasifikaci klonálních linií (pulzotypů) metodou pulzní 
elektroforézy (PFGE), která byla v době počátku šíření CA-MRSA standardem pro typizaci MRSA 
(McDougal et al. 2003). USA300 se vyskytuje hlavně v Severní a Jižní Americe. Rozlišujeme 
severoamerickou a jihoamerickou variantu, přestože je pulzotyp PFGE obou těchto variant shodný. 
Tyto dvě varianty mají společného předka, který je datován přibližně do roku 1975 (Planet et al. 
2015). Obě tyto varianty obsahují PVL, který významně přispěl k úspěšnému rozšíření USA300 
nejen v komunitě, ale i v nemocnicích (Gustave et al. 2020). Severoamerická varianta, zkráceně 
USA300-NAE, je nositelem mobilního genetického elementu kódujícím katabolismus argininu 
(arginin catabolism mobile element, ACME), u kterého je důležitý enzym arginin deamináza, který 
pomáhá přežít USA300 při nižším pH (Degnan et al. 2000). To může být jeden z faktorů, díky 
kterým USA300 lépe přežívá na kůži a způsobuje převážně kožní infekce. U jihoamerické varianty, 
USA300-LV, se vyskytuje mobilní genetický element zajišťujícího rezistenci ke rtuti a mědi 
(COMER). Gustave et al. porovnali růstové schopnosti obou těchto variant a v mediu bez 
jakýchkoli přidaných látek je růstová rychlost USA300-NAE vyšší, než u USA300-LV. V případě 
přidání rtuti nebo mědi do media ale roste rychleji USA300-LV. Rozšíření USA300-LV v Jižní 
Americe geograficky koreluje s výskytem dolů mědi a rtuti (Gustave et al. 2020). V Evropě se 
USA300 téměř nevyskytuje, zatím jsou reportovány pouze raritní záchyty. Mezi lety 2005 až 2009 
bylo zachyceno 34 případů USA300 v Belgii (Brauner et al. 2013) a v letech 2014/2015 byl v 
Belgii reportován outbreak o celkovém počtu 12 klinických případů a 6 nosičů (Kaïret et al. 2017). 
Další z významných klonálních komplexů, do kterých se řadí i CA-MRSA, je CC80, 
reprezentovaný ST80. Do tohoto sekvenčního typu se řadí MSSA i MRSA a vyskytuje se v Evropě, 
severní Africe a Blízkém východě. ST80 získala SCCmecIVc a ve většině případů je rezistentní 




(Stegger et al. 2014). Od 90. let byly reportovány záchyty ST80 v západní Evropě (Brauner et al. 
2013; Stam-Bolink et al. 2007; Witte et al. 2005), Dánsku, Norsku (Hanssen et al. 2005), Švédsku 
(Fang et al. 2008) a Řecku (Drougka et al. 2014). O výskytu ST80 ve zbytku evropských zemích 
nejsou publikovány studie. Většina studií, která popisovala výskyt CA-MRSA ST80 v Evropě je 
datována do roku 2013 a v posledních letech jsou záchyty ST80 popisovány hlavně v Severní 
Africe a Íránu. Z toho můžeme usuzovat, že ST80 je v Evropě na ústupu. 
V Austrálii je CA-MRSA hojně rozšířen. V roce 2016 tam CA-MRSA tvořil skoro ¾ (73,6 
%) všech izolátů MRSA. Velice rozšířen je tam ST93-IV, jehož izoláty tvořily 21,8 % ze všech 
izolátů MRSA. Tento sekvenční typ v posledních letech nahradil STI-IV, který v roce 2003 tvořil 
10,8 % izolátů MRSA, zatímco v tom samém roce ST93-IV tvořil pouze 2,9 % izolátů MRSA. Je 
pravděpodobné, že díky dominanci ST93 začal komunitní MRSA převažovat. V roce 2003 se 133 
řadilo mezi CA-MRSA, zatímco izolátů HA-MRSA bylo 393, naopak v roce 2016 bylo 368 izolátů 
CA-MRSA a pouze 132 izolátů HA-MRSA (AGAR 2017; Coombs et al. 2004). 
 
MRSA u hospodářských zvířat (LA-MRSA) 
MRSA může kromě nemocničních a komunitních zdrojů pocházet také od kontaktu se 
zvířaty, tzv. livestock-associated MRSA – LA-MRSA. Častým klonálním komplexem, který 
s těmito případy bývá spojován je CC398. Izoláty MRSA, které patří do CC398 jsou nejčastěji 
reprezentovány spa-typy t011 a t034. Price et al. provedli fylogenetickou analýzu, při které bylo 
zjištěno, že MSSA CC398 je potenciální předchůdce MRSA CC398 (Price et al. 2012). Izoláty 
MSSA CC398 nemají gen mecA a zároveň jsou citlivé k tetracyklinu (Mama et al. 2021). Gen 
mecA se u CC398 objevil až u izolátů spojených s hospodářskými zvířaty, stejně jako gen pro 
tetracyklinovou rezistenci, tet (Price et al. 2012). CC398 u hospodářských zvířat je faktor zvyšující 
pravděpodobnost infekce u lidí v přímém styku s hospodářskými zvířaty. Člověk může být také 
kolonizován CC398 pouhou inhalací prachu, která se v kolonizovaných kravínech/prasečincích 
vyskytuje (Bos et al. 2016). Nosičství LA-MRSA závisí na délce expozice. V případě doby nízké 
nebo žádné expozice se prevalence MRSA může snížit (Graveland et al. 2011), přesto ale MRSA 
CC398 může způsobovat outbreaky mezi prasaty a lidmi (Grøntvedt et al. 2016). Např. ve 
Španělsku je signifikantní rozdíl výskytu MRSA CC398 v regionech s nízkou a vysokou hustotou 
chovu prasat (Ceballos et al. 2019). Izoláty CC398 mohou u lidí způsobovat např. infekce kůže a 
měkkých tkání nebo bakteriémie (Murra et al. 2019; Witte et al. 2007).  
Druhý nejčastější klonální komplex, který je spojován s LA-MRSA je CC9. Tento klonální 
komplex je dominantní LA-MRSA v Asii, a to např. v Taiwanu, Thajsku a Číně. CC9 je 




Fang et al. 2014; J. Larsen et al. 2012). U některých izolátů LA-MRSA se vyskytuje místo genu 
mecA jeho homolog mecC s SCCmecXI, např. u ST130 (Loncaric et al. 2013). Izoláty nesoucí 
SCCmecXI s mecC jsou rezistentní pouze k β-laktamovým antibiotikům, na rozdíl od izolátů 
CC398, u kterých je přítomen gen pro tetracyklinovou rezistenci (Aires-de-Sousa 2017). Díky 
celogenomovému sekvenování byl zjištěn přenos mezi hospodářskými zvířaty a člověkem 
(Harrison et al. 2013), což může znamenat, hospodářská zvířata jako potenciální rezervoár mecC. 
 
Tab. 2. Hlavní linie MRSA u lidí a zvířat ve světě. Tučně zvýrazněné sekvenční typy reprezentují dominantní ST typy 
na jednotlivých kontinentech. Převzato a upraveno z (Aires-de-Sousa 2017). 
 Lidé Zvířata 
 HA-MRSA CA-MRSA Prasata Dobytek 
Evropa ST5, ST8, ST22 ST80 ST1, ST97, ST398 ST8, ST130, ST398 
Severní 
Amerika 
ST5, ST8 ST8 ST398  
Jižní Amerika ST5, ST239 ST8   
Asie ST5, ST239 ST30, ST59 ST9  
Oceánie ST22, ST239 ST30, ST93   
Afrika ST5, ST88, ST239    
 
3.3.3 MRSA v ČR a střední Evropě (diskuse z článku 2020, mapa střední Evropy) 
Mezi významné epidemické klony, které v České republice dominovaly, patří Iberijský klon 
(Sanches et al. 1995), Brazilský klon (Aires De Sousa et al. 1998) a E-MRSA – 15 (Enright et al. 
2002).  
První případy MRSA v České republice se objevily v 90. letech. Studie Meltera z roku 1999 
popsala dominanci Brazilského (ST239-IIIA-t037) a Iberijského (ST247-I) klonu (Melter et al. 
1999). Následná sbírka izolátů v letech 2000-2002 pak potvrdila dominanci Iberijského klonu, 
Brazilský klon byl ovšem nahrazen novým, „Českým klonem“ (Czech clone, ST239-III-t030), 
který sice patřil do stejného sekvenčního typu, byl ale jiného spa-typu (Melter et al. 2003). Co se 
týká antibiotické rezistence, Iberijský klon byl rezistentní k ciprofloxacinu, gentamicinu a 
tobramycinu. Brazilský klon byl ve většině případů rezistentní k erytromycinu, klindamycinu, 
ciprofloxacinu, gentamicinu, tetracyklinu a trimetoprim-sulfametaxazolu, Český klon byl 
k trimetoprim-sulfametaxazolu citlivý, rezistentní byl navíc k rifampinu, zbytek antibiotik se 






Obr. 3. Dominantní klony MRSA v České republice od 90. let do současnosti. Červená hvězda značí zvýšení 
prevalence MRSA v České republice. 
 
 V roce 2006 proběhla mezinárodní studie, kde se ukázala nová nastupující dominance t003 
(CC5-II, 66,7 %) a t032 (CC22-IV, 13,7 %). spa-typ t003 byl významný i v sousedním Německu, 
kde byl známý jako Rýnsko-Hessenský klon. spa-typ t032 byl v té době epidemicky významný 
hlavně ve Velké Británii a Irsku, označovaný jako EMRSA-15 (Grundmann et al. 2010). 
Dominanci CC5 potvrdila i studie od Neradová et al., kdy ze 62 izolátů, zachycených v období 
2010-2016 v královehradecké nemocnici, patřilo 61 do klonálního komplexu 5 (Neradova et al. 
2020). Další studie, která mapovala výskyt MRSA v ČR, byla z naší laboratoře od Tkadlec et al. 
z roku 2021. Sběr MRSA na tuto studii probíhal na přelomu roku 2017/2018 v 11 českých 
nemocnicích (viz Obrázek 4). V roce 2017 v České republice dominoval klonální komplex 5, který 
byl reprezentován hlavně spa-typy t003 (SCCmecII, pokračující dominance), t014 (SCCmecII) a 
nově se objevujícím spa-typem t586 (SCCmecII, nastupující dominance). Tyto 3 spa-typy byly ve 
většině případů rezistentní k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu (Tkadlec et al. 2021). 
V další recentní studii bylo v období 2016-2018 v ČR dále nasbíráno 618 izolátů MRSA, kdy byl 
CC5 opět dominantním klonálním komplexem (91,7 % izolátů), většina izolátů byla tvořena spa-






Obr. 4. Rozložení jednotlivých spa-typů v nemocnicích v České republice na přelomu let 2017, 2018. Sběr probíhal 
v 11 českých nemocnicích a je zde vidět výrazná dominance klonálního komplexu 5 reprezentovaného hlavně Rýnsko-
Hessenským klonem. Převzato z (Tkadlec et al. 2021). 
 





4. Materiál a metody 
4.1 Materiál  
4.1.1 Bakteriální kmeny a izoláty 
V rámci této diplomové práce byly provedeny dvě studie zaměřené na analýzu klinických a 
nosičských izolátů MRSA: 
• Multicentrická studie epidemiologie MRSA na Slovensku, rok 2020 
Mezi lednem a dubnem 2020 bylo získáno 413 izolátů MRSA. Sběr probíhal ve 
všech 8 krajích Slovenska, zahrnoval izoláty od pacientů hospitalizovaných v 16 
nemocnicích a izoláty od pacientů navštěvujících ambulantní pracoviště nemocnic, 
poliklinik nebo praktických lékařů v 77 městech na Slovensku. 
• Longitudinální studie výskytu MRSA ve FN Motol, 2018-2020 
Sběr probíhal mezi lednem 2018 a prosincem 2020. Za tři roky studie bylo nasbíráno 
347 neduplikovaných izolátů MRSA. 
 
U všech těchto izolátů byla provedena spa-typizace, SCCmec typizace a diskový difuzní test 
pro stanovení citlivosti k antibiotikům (viz Výsledky kapitola 5.1 a 5.2). 
 
V rámci této práce byly také porovnány fyziologické vlastnosti izolátů reprezentující 
dominantní klonální linie z výše uvedených studií a sbírkové kmeny z předchozích studií naší 
skupiny reprezentující dominantní linie MRSA vyskytující se v ČR od poloviny 90. let minulého 
století: 
 
Tab. 3. Seznam izolátů vybraných pro bližší charakteristiku jejich fyziologických vlastností s jejich spa-typem, linií, 
původem linie a výskytem. Původ linie: HA (hospital-associated) – nemocniční; CA (community-associated) – 
komunitní; LA (livestock-associated) – hospodářská zvířata. 
Název izolátu spa-typ Linie Původ Výskyt Reference 
M870 t008 CC8 (ST8) CA Slovensko 2020  
Tato práce 
 
M897 t032 CC22 HA Slovensko 2020 
M911 t311 CC5 (ST5) CA Slovensko 2020 
Brazilian clone 185 
KV (BC) 
t037 CC8 (ST239) HA ČR 1996–2002  
 
(Melter et al. 
1999; 2003) 
Iberian clone 21 pl 
(IC) 





4.1.2 Chemikálie a kity 
Chemikálie a kity použité při experimentech uskutečněných v rámci diplomové práce jsou 
uvedeny v tabulce 4. 
 
Tab. 4. Seznam názvů a výrobců použitých chemikálií a kitů. 
Název chemikálie/kitu Výrobce 
Manitol salt agar Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
Tryptone soya broth (TSB) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
Brain heart infusion (BHI) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
Columbia krevní agar (5 %) Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
Muller-Hinton agar Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
MIKROLATEST® - Set pro stanovení MIC u S. aureus Erba Lachema s.r.o. 
Disky pro testování antibiotické citlivosti Thermo Fisher Scientific Oxoid Ltd 
Oxacilin Bristol-Myers Squibb 
Azitromycin Sigma-Aldrich s.r.o. 
Fosfátový pufr (PBS) Sigma-Aldrich s.r.o. 
Chelex-100 BIO-RAD 
HotStartTaq® Master Mix Kit Qiagen 
HotStartTaq® DNA Polymerase Qiagen 
Deoxynucleotide Set Sigma-Aldrich s.r.o. 
SeaKem® LE Agaróza Lonza 
Czech clone 52 (CC) t030 CC8 (ST239) HA ČR 1996–2002 
UK EMRSA15 
HN729 (EMRSA15) 
t379 CC22 HA ČR 2001–2004 
M23 t586 CC5 (ST225) HA ČR 2017 
 
(Tkadlec et al. 
2021) 
 
M25 t003 CC5 (ST225) HA ČR 2017 
M30 t034 CC398 LA ČR 2017 
M66 t032 CC22 HA ČR 2017 
M93 t014 CC5 (ST225) HA ČR 2017 
M117 t011 CC398 LA ČR 2017 
M122 t008 CC8 (ST8) CA ČR 2017 





Agencourt® AMPure XP Beckman Coulter 
Agencourt® CleanSEQ Beckman Coulter 
BigDye® Direct Sanger Sequencing Kit Thermo Fisher Scientific 
BigDye® Enhancing Buffer MCLAB 
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich s.r.o. 
 
4.1.3 Primery a sondy 
Seznam primerů a sond použitých při experimentech uskutečněných v rámci diplomové 
práce jsou uvedeny v tabulce 5. 
 
Tab. 5. Seznam primerů a sond použitých v experimentální části této diplomové práce, včetně jejich komerčního názvu, 
sekvence a velikosti produktu. 
*Při použití primerů SCCmecV lze detekovat jednak SCCmecV, jednak variantu SCCmecVt, které se liší délkou 



















(Kondo et al. 
2007) 
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA 
ccrA1 α1 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695bp 
ccrA2 α2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937bp 






s α1, α2, 
α3 
ccrA4 α4.2 GTATCAATGCACCAGAACTT 
1287bp 




























































SCCmecV-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 325bp 
(1600 bp)* 
(Zhang et al. 
2005) SCCmecV-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC 
arcA 
arcA-F GAGCCAGAAGTACGCGAG 
724 bp  
(Diep et al. 

































Klinické izoláty byly kultivovány na Manitol Salt agaru (OXOID) po dobu 24 h. Toto médium 
obsahuje 7,5% koncentraci solí inhibující růst většiny bakterií mimo stafylokoky a manitol, jehož 
fermentace vizualizovaná změnou barvy přítomného pH indikátorů je druhově specifickou 
vlastností S. aureus (viz Obrázek 5). Po nárůstu byla totožnost kolonií ověřena pomocí hmotnostní 
spektrometrie Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight, Bruker Daltonics 
(MALDI-TOF). Pro dlouhodobé uchování byly kultury skladovány v –80°C v zamražovacím 
médiu (Trypton sójový bujón) obsahujícím DMSO. 
 
 
Obr. 5. Ukázka nárůstu S. aureus, S. epidermidis a E. coli na plotně s manitol agarem. Růst E. coli je inhibován 
v důsledku vysoké koncentrace solí (až 7,5 %). Stafylokoky takovou koncentraci soli tolerují, a proto je vidět nárůst 
S. aureus i S. epidermidis. 
 
4.2.2 Stanovení citlivosti k antibiotikům 
Diskový difuzní test 
Citlivost klinických izolátů MRSA k antibiotikům byla testována pomocí diskového 
difuzního testu. Antibiotikum, které je obsaženo v disku difunduje do okolí, inhibuje růst bakterií 
a tím se vytvoří inhibiční zóna, ve které nedochází k viditelnému růstu. Průměr této zóny se odečte 
posuvným měřítkem a porovná se s referenční hodnotou určující citlivost/rezistenci k danému 
antibiotiku. Rezistence ke klindamycinu může být inducibilní, v nepřítomnosti induktoru se takový 
izolát jeví citlivým. V případě testování citlivosti diskovým difuzním testem indukce 
klindamycinové rezistence dosahuje blízkostí disku s erythromycinem (v rozmezí 12-20 mm), 




s klindamycinem, tzv. D-zóna (viz Obrázek 6). Izolát tvořící D-zónu by neměl být považován za 
citlivý ke klindamycinu. 
 
 
Obr. 6. Ukázka D-zóny na plotně s Mueller-Hintovým agarem. Záleží na vzdálenosti mezi diskem s erytromycinem a 
klindamycinem. Na obrázku nahoře je vidět nerovnoměrný nárůst okolo klindamycinového disku. Tento jev se nazývá 
tzv. D-zóna a dochází k ní v důsledku inducibilní rezistence. Tento jev můžeme pozorovat pouze v určité vzdálenosti 
od disku s erytromycinem. Na obrázku dole je vidět rovnoměrně rozložená zóna v důsledku velké vzdálenosti od 
erytromycinu, a tudíž nedochází ke tvorbě D-zóny a izolát se jeví jako citlivý. 
 
Postup: Z kolonií narostlých na Manitol Salt agaru byl ve fyziologickém roztoku připraven 
zákal o hodnotě 0,5 McFarland. Připravenou suspenzí byla plošně naočkována plotna s Muller-
Hintonovým agarem (Oxoid). Raznicí byly na plotnu umístěny jednotlivé disky obsahující tato 
antibiotika (Oxoid): oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin, klindamycin, cefoxitin, 
tetracyklin, gentamicin, teicoplanin, vankomycin, ofloxacin, rifampicin, linezolid, ceftarolin, 
tigecyklin a ciprofloxacin. Plotny byly kultivovány přes noc při teplotě 37 °C a druhý den byly 
průměry inhibičních zón hodnoceny dle platných doporučení Evropské komise pro testování 
citlivosti k antimikrobním látkám (EUCAST 2020). 
 
Stanovení minimální inhibiční koncentrace (MIC) 
U vybraných izolátů (viz. Kapitola 4.1.1) byla citlivost k antibiotikům určena také 
stanovením minimální inhibiční koncentrace (MIC) mikrodiluční metodou (MIKROLATEST®, 




Postup: Z kolonií narostlých na Manitol Salt agaru byl ve fyziologickém roztoku vytvořen 
zákal 0,5 McFarlanda (odpovídající přibližně koncentraci buněk 1,5 x 108 buněk/ml). Do 13 ml 
MIC suspenzního media bylo přidáno 60 µl připravené bakteriální suspenze. Následně bylo 
suspenzní médium v množství 100 µl na jamku rozplněno do 96 jamkové mikrotitrační destičky 
s lyofilizovanými antibiotiky. Mikrotitrační destička byla inkubována při 37 °C přes noc. 
Druhý den bylo odečteno MIC, odpovídající koncentraci antibiotika v první jamce ve 
vzestupné řadě, ve které již není přítomen viditelný zákal. Hodnoty MIC byly interpretovány dle 
každoročně aktualizovaného doporučení Evropské komise pro testování citlivosti k antimikrobním 
látkám (EUCAST 2020). 
 
4.2.3 Molekulárně genetická analýza studovaných kmenů 
Izolace DNA 
DNA vybraných izolátů byla extrahována pomocí Chelexu. Chelex je pryskyřice, která se 
skládá ze styren divinylbenzen kopolymeru obsahující párové iminodiacetátové ionty. Při lýzi 
buňky dochází k aktivaci endonukleáz. Na aktivaci se podílejí ionty Mg2+, které se ale v případě 
izolace Chelexem naváží na iminodiacetátové ionty. 
Postup: Nejprve byla bakteriální kultura homogenizována v 5% roztoku Chelexu-100. Tato 
směs byla dále inkubována 10 min při 100 °C v termobloku. V této fázi dochází k lyzi buňky a 
denaturaci DNA. Poté byla suspenze stočena po dobu 10 min při 13500 rcf. Horní fáze byla 
přenesena do nové 1,5ml zkumavky tak, aby nedošlo k odsátí Chelexu s buněčnými zbytky. DNA 
byla dále skladována při –20 °C. 
 
Detekce přítomnosti mecA, spa a lukSF  
Pro detekci přítomnosti genů mecA, spa a luksF (gen pro PVL) byla použita kvantitativní 
polymerázová řetězová reakce (qPCR) v reálném čase na cycleru Biorad CFX96. Princip detekce 
je založen na monitorování fluorescence vznikající při hydrolýze DNA vazebných fluorescenčně 
značených sond. Tyto sondy obsahují na svém 5’ konci fluorescenční značení a na 3‘ je zhášeč, 
který blokuje fluorescenci fluoroforu, pokud je v jeho blízkosti. V případě, že je ve vzorku 
detekovaný úsek DNA, sonda na něj nasedne v oblasti mezi oběma primery a při amplifikaci ji 
DNA polymeráza svou 5’ exonukleázovou aktivitou rozštěpí. Tím se fluorofor uvolní z dosahu 
zhášeče a začne emitovat světlo odpovídající vlnové délky, které zachytí optické detektory 
v termálním cycleru. Děj se opakuje při dalších cyklech PCR, vzhledem k rostoucímu počtu kopií 




gen ve vzorku není, nedojde k hydrolýze sondy, zhášeč zůstane v blízkosti fluoroforu a žádný 
signál není.  
Pro detekci lukSF byla použita sonda 5‘ Hexachloro-Fluorescein (HEX), pro spa byl použit 
6-Karboxyl-X-Rhodamin a pro mecA sonda 6-Karboxylfluorescein (FAM). V tabulce 6 jsou 
objemy chemikálií použité na jeden vzorek a v tabulce 7 program amplifikace PCR. Sekvence sond 
a primerů jsou uvedeny v Tabulce 5. 
 
Tab. 6. Seznam a objem chemikálií použitých při PCR. Primer mix = primer F i R od jednoho genu ve stejném poměru.
Chemikálie Objem/vzorek 
Voda bez RNáz doplnit do 20 µl 
10xHotStart PCR buffer 2 µl 
MgCl2 2 µl 
dNTP 0,8 µl 
Primer mix à 0,6 µl 
Sonda à 0,6 µl 
HotStart Taq polymeráza 0,256 µl 
 
Tab. 7. Program PCR amplifikace pro qPCR, stanovení přítomnosti mecA, spa a lukSF (PVL). 
Teplota Doba trvání Počet opakování 
96 °C 15 min 1 
96 °C 20 s 
45 
58 °C 60 s 
72 °C 10 s 1 
 
spa-typizace 
Metoda spa-typizace je založena na analýze sekvence variabilní části (oblast X) genu pro 
stafylokokový protein A (spa).  Primery (viz Tabulka 5) používané na spa-typizaci nasedají na 
okolní konzervované úseky a namnoží variabilní úsek mezi nimi. Získaný produkt je 
sekvenován a dle jeho sekvence je izolátu přiřazen tzv. spa-typ. 
Postup: DNA byla extrahována z izolátu pomocí Chelexu (viz kapitola 4.2.3), 
následovala PCR amplifikace produktu. V tabulce 8 jsou uvedeny objemy chemikálií počítané 
pro 1 vzorek. Jednotlivé chemikálie byly promíchány, krátce stočeny a napipetovány do sterilní 
zkumavky. Výsledný mastermix byl řádně promíchán, stočen a rozplněn do jednotlivých 0,2ml 




PCR probíhala dle programu, který je v Tabulce 9 v PCR cycleru Veriti™ 96-Well 
(Applied Biosystems™). 
 
Tab. 8. Seznam a objem chemikálií použitých při PCR 
Chemikálie Objem/vzorek 
HotStart mix 6,25 µl 
Voda bez RNáz 4,75 µl 
F primer 0,25 µl 
R primer 0,25 µl 
 
Tab. 9. Program PCR spa-typizace 
Teplota Doba trvání Počet opakování 
96 °C 15 min 1 
96 °C 45 s 
30 60 °C 45 s 
72 °C 90 s 
72 °C 10 s 1 
 
Přítomnost a délka produktů PCR byly detekovány pomocí gelové elektroforézy v 2% 
agarozovém gelu.  
 
 




Následně byly produkty PCR přečištěny pomocí magnetický kuliček Agencourt® 
AMPure XP, na které se navázala dvouvláknová DNA. Magnetické kuličky s navázanou DNA 
byly 2x promyty v 75% roztoku etanolu. Následovalo odsátí veškerého etanolu, který by 
inhiboval sekvenační reakci, a vysušení vzorku. DNA byla poté eluována ve 40 µl sterilní 
injekční vody a přenesena do čisté zkumavky. V tomto stavu byl vzorek připraven pro 
sekvenační reakci.  
Jednotlivé chemikálie, které jsou vypsány v Tabulce 10 byly promíchány, krátce stočeny 
a napipetovány do sterilní zkumavky. S reagenciemi bylo nutné pracovat na ledu kvůli stabilitě 
BigDye Terminator v3.1. Výsledný mastermix byl řádně promíchán, krátce stočen a rozplněn 
do 96ti jamkové destičky, která je kompatibilní se sekvenátorem. Na každou sekvenační reakci 
byly použity 2 µl přečištěného PCR produktu. Program amplifikace je v Tabulce 11. 
 
Tab. 10. Seznam a objem chemikálií použitých při sekvenační reakci. 
Chemikálie Objem/vzorek 
Injekční voda 5,18 µl 
BigDye® Terminator v1.1, v3.1 5x 
Sequencing Buffer 
1,5 µl 
BDX 64(BigDye® Enhancing Buffer) 0,875 µl 
BigDye Terminator v3.1 0,125 µl 
Primer 0,32 µl 
 






96 °C 3 min 1 
96 °C 10 s 
30 50 °C 5 s 
60 °C 2 min 
 
Po sekvenační reakci byly produkty přečištěny pomocí magnetických kuliček 
Agencourt® CleanSEQ, na které se navázala DNA. Zbytky mastermixu sekvenační reakce byly 
odmyty 85% roztokem etanolu. Po odsátí etanolu a vysušení vzorku následovala eluce DNA do 
80 µl injekční vody. 96ti jamková deska byla vložena do sekvenátoru ABI 3130xl Genetic 




Výsledné sekvence byly vyhodnoceny pomocí programu RidomStaphType, který na 
základě sekvence určil typ jednotlivých repetitivních sekvencí a dle jejich typu a pořadí určil, 
o jaký spa-typ se jednalo. Výsledné spa-typy pak byly rozřazeny do jednotlivých MLST 
klonálních komplexů na základě údajů dostupných v databázi https://spaserver.ridom.de/, nebo 
v odborné literatuře. 
 
SCCmec typizace 
Typizace SCCmec slouží k odlišení variant stafylokokové chromozomální kazety (SCC 
– Staphylococcal chromosomal cassette) mec, tj. mobilního genetického elementu nesoucího 
gen mecA zodpovědný za rezistenci k meticilinu u většiny kmenů MRSA. Typizace SCCmec 
byla prováděna kombinací PCR metod prokazujících specifické oblasti jednotlivých typů a 
subtypů kazety SCCmec. V první fázi byla provedena u všech vzorků PCR esej dle Kondo et 
al. (mastermix viz Tabulka 13, program PCR viz Tabulka 12). Ve druhé fázi byla provedena 
PCR esej dle Zhang et al. (mastermix viz Tabulka 13, program PCR viz Tabulka 12) k odlišení 
typů II a IV, a odlišení subtypu a-d u typu IV (Zhang et al. 2005). Vzorky, které vyšly v první 
fázi jako IV, ale nevyšly jako SCCmec II nebo IVa-d byly dourčeny jako typ IVh pomocí 
primerů ze studie Milheirico et al. (Milheiriço et al. 2007). PCR protokol byl stejný jako od 
Zhang et al., pouze s použitím jiných primerů. 
 
 







Tab. 12. Seznam použitých PCR pro stanovení jednotlivých typů SCCmec.  
*60-65 °C rozmezí teplot kvůli rozdílné teplotě nasedání jednotlivých primerů. 
Metoda Použití Pozn. PCR protokol 
(Kondo et al. 
2007) 




II a IV 
96 °C 15 min 
(96 °C 90 s, 60 °C 90 s, 72 °C 105 s) x 35 
72 °C 5 min 
(Zhang et al. 
2005) 




96 °C 15 min 
(96 °C 60 s, 60-65* °C 90 s, 72 °C 90 s) x 
35 









Tab. 13. Seznam a objem chemikálií použitých při typizaci SCCmec podle různých esejí. Kombinací primerů mA1 
a mA2 vzniká produkt mecA; kombinací primerů Alfa1 a BetaC vzniká produkt SCCmecI (695 bp); kombinací 
primerů Alfa2 a BetaC vzniká produkt SCCmecII (937 bp); kombinací primerů Alfa3 a BetaC vzniká produkt 
SCCmecIII (1791 bp); kombinací primerů Alfa4.2 a Beta4.2 vzniká produkt SCCmecVI (1287 bp); kombinací 




HotStart mix 6,25 µl 6,25 µl 
Voda bez RNáz 
1 µl 
4,5 µl 
Primer mA1 0,5 µl - 
Primer mA2 0,5 µl - 
Primer Alfa1 0,5 µl - 
Primer Alfa2 0,5 µl - 
Primer Alfa3 0,5 µl - 
Primer BetaC 0,5 µl - 
Primer Alfa4.2 0,5 µl - 
Primer Beta4.2 0,5 µl - 
Primer GammaR 0,5 µl - 
Primer GammaF 0,5 µl - 





Přítomnost a délka PCR produktů byly detekovány pomocí gelové elektroforézy ve 2% 
agarozovém gelu. 
 
4.2.4 Analýza fyziologických vlastností studovaných kmenů  
Stanovení růstové rychlosti 
U vybraných izolátů (viz Kapitola 4.1.1) byla stanovena růstová rychlost. Každý izolát 
byl rozmražen a vyočkován na manitol salt agar. Po nárůstu byla 1 kolonie kultury přeočkována 
do sterilní kónické 50ml zkumavky Falcon (KARTELL) s 10 ml čerstvého sterilního trypton 
sójového bujónu (TSB) a kultivována v třepačce při 200 otáčkách za minutu a 37 °C přes noc. 
Vytemperované (37 °C) TSB medium bylo v triplikátu naočkováno z narostlé noční kultury na 
optickou denzitu OD600 v rozmezí 0,05-0,09. Čisté médium sloužilo jako negativní kontrola. 
Kultury byly vloženy do třepačky a kultivovány při 200 otáčkách za minutu a 37 °C. Po dobu 
8 hodin se každou hodinu měřila optická denzita (OD600) rostoucích kultur. Poté se kultury 
třepaly až do dalšího dne, kdy bylo po 24 hodinách od naočkování provedeno poslední měření. 
Studované kmeny byly kultivovány v čistém TSB médiu nebo v přítomnosti 
subinhibičních koncentrací antibiotik. Subinhibiční koncentrace byly použity s cílem simulovat 
prostředí znečištěné zbytkovým množství antibiotika, např. prostředí nemocnic, ve kterém 
probíhá selekce rezistentních kmenů. Použité koncentrace byly určeny pomocí dat o distribuci 
hodnot MIC pro daná antibiotika zaznamenaných u klinických izolátů S. aureus sbíraných 
Evropskou komisí pro testování citlivosti k antimikrobním látkám (dostupné na 
https://www.eucast.org/mic_distributions_and_ecoffs/), vybrány byly koncentrace, pro něž 
nebyl zaznamenán izolát, jenž by byl takovou koncentrací inhibován (viz tabulka 14).  
 
Tab. 14. Seznam použitých antibiotik při stanovení růstové rychlosti, s koncentrací, která byla použita v pokusech 
a s mezí pro určení rezistence.  
Antibiotikum Použitá koncentrace Mez pro určení rezistence 
Oxacilin 0,008 mg/l 0,25 mg/l 
Azitromycin 0,016 mg/l 2 mg/l 
 
Doba zdvojení jednotlivých izolátů byla vypočtena dle následujícího vzorce: 
    t 
GT = -------------------- 
          3,3 logg (b/B) 
 
Obr. 8. Vzorec pro výpočet doby zdvojení. GT = doba zdvojení, t = interval mezi měřením b a B, b = hodnota 




Kvantifikace tvorby biofilmu 
U vybraných izolátů (viz. Kapitola 4.1.1) byla kvantifikována produkce biofilmu 
s použitím modifikované Christensenovy metody (O’Toole 2010). Zamražené izoláty byly 
vyočkovány na Manitol salt agar. Po nárůstu byla 1 kolonie z každé kultury inokulována v 50ml 
zkumavce Falcon ve 3 ml čerstvě připraveného TSB média s 1% glukózou. Zkumavka byla 
kultivována v třepačce při 200 otáčkách za minutu a 37 °C po dobu 18 hodin. Noční kultura 
byla naředěna TSB médiem v poměru 1:100 a po 200 µl byla naočkována do mikrotitrační 
destičky. Jako pozitivní kontrola byl použit kmen ATCC 25923, jako negativní kontrola sterilní 
TSB médium. Mikrotitrační destička byla kultivována staticky při 37 °C po dobu 24 h. Další 
den byla kultura opatrně slita a destička byla 3x propláchnuta ponořením do fosfátového pufru 
(PBS – phosphate buffered saline). Po okapání bylo do každé z jamek mikrotitrační destičky 
přidáno 200 µl 0,1% krystalové violeti. Po 15 minutách inkubace při pokojové teplotě bylo 
barvivo slito, mikrotitrační deska byla 3x propláchnuta v PBS a přes noc vysušena dnem 
vzhůru. Další den byl obarvený biofilm rozpuštěn v 200 µl směsi etanol:aceton (80:20). Po 15 
minutách bylo 100 µl suspenze přeneseno do čisté mikrotitrační destičky a změřila se 
absorbance při 620 nm.  Vyhodnocování probíhalo porovnáním s pozitivní a negativní 
kontrolou. 
 
Kvantifikace tvorby hemolýzy 
Kvantifikace tvorby hemolýzy byla provedena u vybraných izolátů (viz. Kapitola 4.1.1) 
modifikací postupů Tsenga a Majerczyka (Majerczyk et al. 2008; Tseng et al. 2016). Každý 
izolát byl vyočkován na Manitol salt agar. Po nárůstu byla 1 kolonie z každé kultury 
inokulována ve 3 ml čerstvě připraveného sterilního TSB média v 50ml sterilní zkumavce 
Falcon a kultivována přes noc v třepačce při 200 otáčkách za minutu a 37 °C. Noční kultura 
byla naočkována do 10 ml sterilního TSB média v nové sterilní 50ml zkumavce Falcon na 
optickou denzitu OD600 = 0,05 a kultivována přes noc v třepačce při 200 otáčkách za minutu a 
teplotě 37 °C. Další den byla zkumavka s kulturou stočena po dobu 10 min při 5000 rcf a 4 °C, 
supernatant byl odebrán a sterilován filtrací. Byla připravena dvojnásobná ředící řada 
supernatantu v PBS. Jednotlivá ředění byla inkubována v poměru 1:1, 100 µl supernatantu se 
100 µl 2% suspenzí krvinek v PBS při 37 °C po dobu 30 minut. Jako pozitivní kontrola byl 
použit roztok 1% Triton X-100, negativní kontrola bylo sterilní PBS. Po inkubaci byla suspenze 
stočena 5 minut při 1000 rpm a supernatant byl opatrně (aby nedošlo k lýze peletovaných 
erytrocytů) přenesen do čisté mikrotitrační destičky s plochým dnem. Byla změřena optická 




v důsledku uvolnění hemoglobinu z lyzovaných erytrocytů se vyjádřila v procentech podle 
následujícího vzorce: 
 
(test OD540 – negativní kontrola OD540)/(pozitivní kontrola OD540 – negativní kontrola OD540) 
Obr. 9. Vzorec pro výpočet hemolýzy. 
 
4.2.5 Statistické a bioinformatické metody 
Pro určení spa-typu byl využit software RidomStaph Type. Ten umožňuje automatické 
přiřazení analyzovaných sekvencí k existujícím repeticím, jejichž pořadí přiřadí sekvenci ke 
spa-typu. Také umožňuje klastrovací analýzu pomocí algoritmu BURP, který dokáže seskupit 
blízce příbuzné spa-typy (Harmsen et al. 2003). 
 
 
Obr. 10. Snímek obrazovky zobrazující vyhodnocení spa-typu t003 v softwaru RidomStaph Type. DNA izolátu je 
osekvenována Sangerovým sekvenováním a tato data jsou vložena do softwaru. Program si podle sekvencí najde 
3‘ a 5‘ konec, které mají shodné sekvence pro všechny spa-typy a poté přiřadí zbylé sekvence k jednotlivým 
repeticím. Podle typu a pořadí repetic je pak určen spa-typ, na obrázku v levé části jsou pak zobrazeny další možné 






5.1 Epidemiologie MRSA ve Fakultní nemocnici Motol 2018-2020 
Od roku 2018 do konce roku 2020 probíhal ve Fakultní nemocnici Motol (FN Motol) sběr 
MRSA izolátů. Cílem tohoto sběru bylo monitorování epidemiologické situace MRSA ve FN 
Motol. Celkem bylo nasbíráno 347 neduplikovaných izolátů MRSA, jejichž druhová 
identifikace byla ověřena pomocí metody MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie. Rezistentní 
fenotyp MRSA byl ověřen pomocí testování citlivosti k oxacillinu a cefoxitinu a přítomnost 
genetické determinanty rezistence (gen mecA) byla ověřena pomocí PCR. 
 
5.1.1 Izoláty MRSA 
Izoláty MRSA pocházely z nemocničních ambulancí (n = 91), oddělení urgentního příjmu 
(n = 24), standardních lůžkových oddělení (n = 132) a z jednotek intenzivní péče (JIP, n = 100) 
FN Motol. Ambulance a urgentní příjem představují oddělení zabývající se pacienty 
přicházejícími z komunity, u izolátů MRSA od těchto pacientů je tedy větší šance, že se jedná 
o linie cirkulující mezi populací mimo nemocnice tzv. komunitní MRSA, naproti tomu lůžková 
oddělení a JIP jsou obvyklým místem výskytu nemocničních linií MRSA. Průměrný věk 
pacientů s MRSA byl 43 let a ze 347 izolátů 60,81 % pocházelo od mužů (n = 211). Nejčastější 
materiál, ze kterého byly izoláty MRSA vykultivovány, byl stěr z rány v počtu 139 izolátů 
(40,06 %), z toho 81 materiálů pocházelo z ortopedických a chirurgických klinik. 
 
Tab. 15. Demografické srovnání původu izolátů, včetně průměrného věku, přítomnosti PVL a rozložení pohlaví 
pacientů. 
 Ambulance + urgentní příjem Standardní oddělení + JIP 
Počet izolátů 116 229 
Průměrný věk 43,18 let 42,85 let 
Pohlaví 57,76 % mužů 62,45 % mužů 
Přítomnost PVL 32 izolátů (27,59 %) 23 izolátů (10,04 %) 
 
5.1.2 Antibiotická citlivost 
U izolátů byla diskovou difuzní metodou testována citlivost k následujícím 
antistafylokokovým antibiotikům: oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin, 
klindamycin, cefoxitin, tetracyklin, rifampicin, gentamicin, vankomycin, teikoplanin, linezolid, 




Citlivost k těmto antibiotikům je rutinně testována v klinické praxi ve FN Motol. 
Z testovaných izolátů bylo 29 rezistentních pouze k oxacilinu a cefoxitinu. U 83 % izolátů se 
vyskytovala navíc rezistence k erytromycinu (n = 288), 81,56 % izolátů bylo rezistentních ke 
klindamycinu (n=283) a 74,35 % rezistentních k ofloxacinu (n=258). Pomocí D testu byla 
prokázána inducibilní rezistence ke klindamycinu u 7 izolátů. Dále byla prokázána rezistence 
ke gentamicinu u 46 izolátů (13,26 %) a k tetracyklinu u 45 izolátů (12,97 %). 
Z 288 izolátů, které byly rezistentní k erytromycinu, bylo 280 zároveň rezistentní i ke 
klindamycinu. Rezistence k ofloxacinu byla ve 244 izolátech spojena s rezistencí 
k erytromycinu a klindamycinu. U 5 izolátů byla kromě rezistence k oxacilinu a cefoxitinu 
rezistence ke gentamicinu a tetracyklinu.  Pouze 2 z izolátů byly rezistentní k sulfametaxazol-
trimetoprimu, další dva k rifampicinu a pouze jeden izolát byl rezistentní k ceftarolinu. U 
žádného z izolátů se neprokázala rezistence k vankomycinu, teikoplaninu, linezolidu a 




Tab. 16. Profily antibiotické rezistence u motolských izolátů MRSA v souvislosti s původem izolátů a jejich spa-typy. Tučně jsou zvýrazněny spa-typy, u nichž byl detekován PVL. 
Procenta u jednotlivých kombinací antibiotik značí podíl ambulantních/nemocničních izolátů, které byly touto kombinací zastoupeny. Ve sloupci celkový počet je uvedena procentuální 
hodnota v celkovém rozložení izolátů. 
Vysvětlení zkratek: OXA = oxacilin; FOX = cefoxitin; ML = makrolidy (erytromycin) + linkosamidy (klindamycin); OFL = ofloxacin; GEN = gentamicin; TET = tetracyklin; RIF = 
rifampicin; SXT = sulfametaxazol-trimetoprim; CPT = ceftarolin 
Ostatní kombinace: ML, GEN, TET (n = 1, t437, PVL+, ambulance/urgent); ML, SXT, OFL (n = 1, t586, JIP/Standard); ML, SXT, TET  (n = 1, t437, ambulance/urgent), ERY, TET, 
OFL (n = 1, t345, PVL+, JIP/Standard), ERY (n = 1, t214, ambulance/urgent), ML, OFL, CPT (n = 1, t003, JIP/Standard) 
Kombinace 
antibiotik 
Ambulance + urgentní příjem (n=116) Standardní oddělení + JIP (n=229) Celkový 
počet Počet spa-typy Počet spa-typy 
ML, OFL 52 
(45,22 %) 




t002, t003, t008, t014, t045, t091, t151, t311, t437, t586, 
t626, t1224, t1282, t1623, t2379, t3195 
205  
(59,09 %) 
ML, OFL, GEN 8 
(6,95 %) 
t002, t005, t014, t586, t7428 24 
(10,35 %) 
t002, t003, t014, t223, t586 32 
(9,22 %) 
Pouze OXA, FOX 9 
(7,82 %) 
t002, t008, t019, t091, t190, t304, t8727 20 
(8,63 %) 
t002, t008, t026, t045, t050, t091, t197, t223, t304, t311, 
t437, t728, t786, t2461 
29 
(8,36 %) 
ML, TET 14 
(12,17 %) 
t011, t014, t034, t437, t441, t1751, t1950 7 
(3,02 %) 




t044, t437, t1339 8 
(3,45 %) 




t008, t026, t437, t685, t1950 4 
(1,72 %) 
t024, t311, t437, t3401 11 
(3,17 %) 
OFL 3 (2,61 %) t008, t032, t550 1 (0,43 %) t008 4 (1,15 %) 
ERY, OFL - - 4 (1,72 %)  t008, t032, t264 4 (1,15 %) 




ML, TET, GEN 1 (0,87 %) t437 2 (0,86 %) t437 3 (0,86 %) 
CLI, TET 1 (0,87 %) t571 2 (0,86 %) t034 3 (0,86 %) 
GEN 2 (1,74 %) t355, t3092 1 (0,43 %) t4019 3 (0,86 %) 
TET, GEN 3 (2,61 %) t127, t346, t359 - - 3 (0,86 %) 
ERY, OFL, GEN 1 (0,87 %) t008 1 (0,43 %) t008 2 (0,58 %) 
ML, OFL, RIF 1 (0,87 %) t003 1 (0,43 %) t2379 2 (0,58 %) 
ML, OFL, TET 1 (0,87 %) t011 1 (0,43 %) t034 2 (0,58 %) 
Ostatní kombinace 3  
(2,61 %) 
t011, t214, t437,  3 
(1,29 %) 









5.1.3 Klonální struktura 
Pro účely analýzy klonální struktury byla u všech 347 izolátů provedena spa-typizace, 
vyhodnocení sekvencí a přiřazení spa-typů k jednotlivým izolátům proběhlo pomocí softwaru 
Ridom StaphType. Většinu izolátů tvořily spa-typy t586 (n = 125), t003 (n = 34), t014 (n = 45) 
a t002 (n = 18) z klonálního komplexu 5 (CC5). Dalším častým spa-typem byl t437 (n = 17) 




Graf 1. Rozložení klonálních komplexů u izolátů z FN Motol. Vzhledem k vysokému zastoupení spa-typu t586, 
který patří do klonálního komplexu 5, byl tento spa-typ vyobrazen samostatně. Jako materiál z dýchacích cest byl 
považován aspirát dolních dýchacích cest, aspirát nasofaryngeální a sputum. Jako obsah byl považován tekutý 
materiál odebraný z primárně sterilních dutin a tkání. Za ostatní materiál byl považován katetr, dren, likvor, lochie, 
stěr z amnia, výtěr z rekta a stolice. 
 
Nejvyšší počet z nasbíraných izolátů nesl SCCmec typu II, a to v počtu 236 izolátů (68,01 
%). Tento SCCmec typ byl reprezentován hlavně spa-typy t003, t014 a t586, které všechny patří 
do klonálního komplexu 5. Druhé nejvyšší zastoupení měl SCCmecIV v počtu 66 izolátů (19,02 
%). U tohoto SCCmec typu byly dále určeny podtypy. Nejvíce bylo podtypu IVa v počtu 39 
izolátů, dále 16 izolátů podtypu IVc, 1 izolát IVd a 1 izolát IVh. U 9 izolátů nebyl podtyp 
SCCmecIV dourčen. Byl detekován 1 izolát typu SCCmecVI a zbylých 44 izolátů (12,68 %) 




Tab. 17. Rozložení typů SCCmec, jejich procentuální zastoupení u izolátů ve FN Motol a časté spa-typy, které se 







II 236 68,01 % t002, t003, t014, t045, t151, t264, t586, t626, t1224, 
t1282, t1623, t2379, t3195 
IV a 39 11,24 % t002, t005, t008, t024, t026, t127, t190, t214, t223, t304, 
t437, t728, t786, t1339 
c 16 4,61 % t002, t008, t019, t044, t045, t197, t223, t376, t685, 
t2461, t7428 
d 1 0,29 % t437 
h 1 0,29 % t032 
nedourčeno 9 2,59 % t032, t050, t091, t311, t3401, t8727 
V 44 12,68 % t011, t034, t091, t127, t345, t346, t355, t359, t437, t441, 
t550, t571, t1751, t1950, t3092, t4019 
VI 1 0,29 % t954 
 
5.1.4 Panton-Valentinův leukocidin 
Panton-Valentinův leukocidin je významný faktor spojený s virulencí S. aureus. PVL 
pozitivní izoláty mohou způsobovat např. závažnou nekrotizující pneumonii, a i další infekce 
těmito izoláty mývají horší prognózu. Proto byla u izolátů provedena real-time PCR na detekci 
genu pro PVL toxin. PVL se detekuje častěji u některých linií CA-MRSA (Vandenesch et al. 
2003). Izoláty těchto linií pochází ve většině případů z komunity, ale může dojít i k 
jejich výskytu v nemocnicích. 
Celkem bylo detekováno 55 izolátů (15,85 %) s PVL toxinem. Průměrný věk pacientů 
s izolátem produkujícím PVL toxin (28,87 let) se signifikantně lišil (p <0,001) od průměrného 
věku pacientů s izolátem bez PVL toxinu (45,73 let). 
63,67 % (n = 35) PVL pozitivních izolátů pocházela ze stěru z rány, dále 8 izolátů 
z obsahu, 9 izolátů bylo zachyceno při screeningu nosičství MRSA (výtěr z nosu a krku), 2 ze 
stěru ucha a 1 vzorek z hemokultivace (viz Graf 2).  
Tradiční genetické linie CA-MRSA nesoucí PVL byly zastoupeny spa-typy např. t008 
(CC8), t005 (CC22), t437(CC59) a t034 (CC398) (viz Grafy 2 a 3). spa-typ t005 s PVL toxinem 
se vyskytoval pouze u ambulantních pacientů ze stěru z rány, bližší souvislost mezi těmito 
izoláty však nebyla prokázána. Jedenáct z PVL pozitivních izolátů patřilo ke spa-typu t008 




IVa; PVL+, ACME+). Sedm z izolátů bylo potvrzeno na základě průkazu SCCmec typu IVa a 
genu arcC (součást mobilního genetického elementu ACME) jako USA300. Tři ze zbylých 
izolátů nesly SCCmec IVc a u jednoho z izolátů nebyl prokázán ACME. 
 
 
Graf 2. Rozložení spa-typů u jednotlivých materiálů u PVL pozitivních izolátů.  
 
 
Graf 3. Zobrazení původu a rozložení spa-typů PVL pozitivních izolátů. Nejčastějšími zástupci PVL pozitivních 





5.2. Epidemiologie MRSA Slovensko leden-duben 2020 
Další částí předkládané práce byla analýza Slovenských izolátů MRSA, která byla 
umožněna díky spolupráci se společností Unilabs Slovensko provozující síť mikrobiologických 
laboratoří na Slovensku. Sběr probíhal od ledna do dubna 2020. Izoláty pocházely z nemocnic 
(n = 167) a z ambulancí (n = 245) v osmi krajích na Slovensku (Banská Bystrica, Bratislava, 
Košice, Nitra, Prešov, Trenčín, Trnava a Žilina). Celkem bylo nasbíráno 413 neduplikátních 
izolátů MRSA, které byly ověřeny pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF. 
 
5.2.1 MRSA izoláty 
Průměrný věk pacientů byl 42 let a 45,96 % bylo mužů (n = 199). Necelá třetina izolátů 
pocházela od pacientů s infekcí nebo kolonizací horních cest dýchacích (n = 130; 31,48 %) 
přibližně další třetina od pacientů s infekcí kůže a měkkých tkání (n = 117; 28,33 %). Zbylá 
třetina izolátů pocházela z hemokultivací, moče a různých výtěrů, jako např. výtěr z oka, uší, 
pochvy nebo uretry. 
 
5.2.2 Antibiotická citlivost 
Pomocí diskové difuzní metody byla testována citlivost k následujícím antibiotikům: 
oxacilin, sulfametaxazol-trimetoprim, erytromycin, klindamycin, cefoxitin, tetracyklin, 
rifampicin, gentamicin, vankomycin, teikoplanin, linezolid, tigecyklin, ceftarolin, norfloxacin, 
ciprofloxacin, kyselina fusidová a mupirocin. 
U 54 izolátů byla prokázána rezistence pouze k oxacilinu a cefoxitinu. Stejně jako u 
českých izolátů byla u slovenských izolátů významná rezistence k makrolidům, linkosamidům 
a fluorochinolonům: 77,72 % izolátů bylo rezistentních k erytromycinu (n = 321), 64,9 % 
izolátů bylo rezistentních ke klindamycinu (n = 268), z toho u 119 z nich byla rezistence ke 
klindamycinu inducibilní, a 63,44 % izolátů bylo rezistentní k fluorochinolonům (v 261 
případech rezistentních k ciprofloxacinu a v 247 případech rezistentních k norfloxacinu). U 18 
izolátů byla prokázána rezistence k fusidové kyselině (4,36 %), 15 izolátů bylo rezistentní 
k tetracyklinu (3,63 %), 12 izolátů ke gentamicinu (2,9 %), 4 izoláty k rifampicinu (0,97 %) a 
3 izoláty k mupirocinu (0,73 %). 1 izolát byl rezistentní k tigecyklinu, rezistence byla ověřena 
pomocí MIC (1 mg/l). U žádného z izolátů nebyla detekována rezistence k sulfametaxazol-
trimetoprimu, vankomycinu, teikoplaninu, linezolidu a ceftarolinu. 
Nejčastější kombinací antibiotik, ke kterým byly izoláty rezistentní, byla kombinace: 




(31,23 %). V této kombinaci nebyl detekován jediný izolát, který by měl PVL. Druhou 
nejčastější kombinací byla kombinace rezistence k erytromycinu s inducibilní rezistencí ke 
klindamycinu (n = 70; 16,95 %). V Tabulce 18 jsou rozepsány veškeré zbylé kombinace 
rezistencí. K oxacilinu a cefoxitinu byly rezistentní všechny izoláty, a proto nejsou, kromě 





Tab. 18. Profily antibiotické rezistence u slovenských izolátů MRSA v souvislosti s původem izolátů a jejich spa-typy. Tučně jsou zvýrazněny spa-typy, u nichž byl detekován gen 
pro PVL toxin. Procenta u jednotlivých kombinací antibiotik značí podíl ambulantních/nemocničních izolátů, které byly touto kombinací zastoupeny. Ve sloupci celkový počet je 
uvedena procentuální hodnota v celkovém rozložení izolátů. 
Vysvětlení zkratek: OXA = oxacilin; FOX = cefoxitin; ML = makrolidy (E = erytromycin) + linkosamidy (CLI = klindamycin); iCLI = indukovaná rezistence ke  klindamycinu; F = 
fluorochinolony (CIP = ciprofloxacin, NOR = norfloxacin); GEN = gentamicin; TET = tetracyklin; TGC = tigecyklin; RIF = rifampicin; CPT = ceftarolin; FA = fusidová kyselina 
*  U jednoho vzorku nebyl dohledatelný jeho původ 
Ostatní kombinace: ML, F, FA (n = 1, t003, nemocnice); CLI, TET (n = 1, t034, ambulance); ML, GEN, F, MUP (n = 1, t032, nemocnice); ML, RIF, F (n = 2, t032, t014, ambulance); 
ML, RIF, F, FA (n = 1, t003, ambulance); ML, TET (n = 2, t034, ambulance, nemocnice); ML, TET, GEN, F (n = 1, t014, ambulance); E, GEN, F (n = 1, t008, ambulance); E, RIF, 
F, FA (n = 1, t008, nemocnice); E, TET (n = 1, t656, ambulance); E, iCLI, F, MUP (n = 1, t008, nemocnice); E, iCLI, FA (n = 2, t010, t330, nemocnice, ambulance); E, iCLI, TGC, 
F (n = 1, t032, ambulance); FA (n = 2, t311, nemocnice); MUP (n = 1, t311, nemocnice); TET (n = 1, t5163, ambulance); TET, F (n = 1, t4652, ambulance); TET, FA (n = 1, t044, 
nemocnice); TET, GEN, FA (n = 2, t044, t314, nemocnice, ambulance); ML, CIP (n = 1, t026, ambulance);  E, NOR (n = 1, t19659, ambulance); CIP (n = 2, t010, t015, ambulance) 
Kombinace 
antibiotik 
Ambulance (n=245) Nemocnice (n=167) Celkový 
počet Počet spa-typy Počet spa-typy 
ML, F 57 
(23,27 %) 




t003, t014, t025, t032, t535, t4232 129 
(31,23 %) 
E, iCLI 50 
(20,41 %) 
t008, t010, t015, t026, t179, t311, t330, t706, t1215, 
t1303, t1683, t2065, t4545, t9710, t11862, t19662 
20 
(11,98 %) 




OXA, FOX 37 
(15,11 %) 
t002, t010, t015, t024, t026, t065, t311, t548, t671, 
t880, t1265, t1345, t4264, t7603, t7768 
17 
(10,18 %) 
t010, t026, t095, t179, t311, t586, t761, 
t779, t12321, t19661 
54 
(13,07 %) 
E, F 28 
(11,43 %) 
t008, t622 12 
(7,18 %) 
t003, t008 40 + 1* 
(9,93 %) 
E, iCLI, F 15 
(6,12 %) 
t003, t008, t014, t020, t026, t032, t045, t910, t2892 13 
(7,78 %) 





F 10 (4,08 %) t008, t032, t179, t6589, t19753 12 (7,18 %) t003, t008, t032, t1302, t6589 22 (5,33 %) 
E, iCLI, CIP 10 (4,08 %) t008, t010, t045, t330 2 (1,2 %) t010, t19657 12 (2,9 %) 
ML 5 (2,04 %) t010, t065, t3235 - - 5 (1,21 %) 
ML, GEN, F 3 (1,22 %) t003, t008 2 (1,2 %) t003 5 (1,21 %) 
E 4 (1,63 %) t008, t311 1 (0,6 %) t026 5 (1,21 %) 
E, F, FA 4 (1,63 %) t008, t316 - - 4 (0,97 %) 
F, FA 1 (0,41 %) t032 3 (1,8 %) t026, t032 4 (0,97 %) 
E, iCLI, TET 3 (1,22 %) t127, t2393, t17565 - - 3 
(0,73 %) 
E, iCLI, 











t003, t008, t010, t014, t015, t026, t032, t034, t314, 
t656, t4562, t5163, t19659 
11 
(6,59 %) 
t003, t008, t010, t032, t034, t044, t311 28 
(6,78 %) 




5.2.3 Klonální struktura 
Za účelem studia klonální struktury MRSA cirkulujících na Slovensku byla u izolátů 
provedena spa-typizace. Hojně byly zastoupeny spa-typy t003 (n = 42), t014 (n = 55) a t311 (n 
= 29) reprezentující klonální komplex 5 (n = 192). Na rozdíl od FN Motol se na Slovensku 
často vyskytoval spa-typ t032 (n = 63) z klonálního komplexu 22. Z epidemiologického 
hlediska je významný výskyt spa-typu t008 (n = 61), u kterého byl ve většině případů detekován 
PVL toxin. Izoláty se spa-typem t008 byly dále pomocí PCR testovány na přítomnost ACME 
(arginine catabolic mobile element), mobilního genetického elementu zprostředkujícím lepší 
odolnost stafylokoků na povrchu kůže. Izoláty se spa-typem t008 a s přítomným ACME jsou 
známy jako klon USA300, který spadá pod CA-MRSA a je epidemiologicky významný hlavně 
v USA. Výskyt hlavních spa-typů dle krajů na Slovensku shrnuje Tabulka 19. 
 
Tab. 19. Zastoupení spa-typů v jednotlivých krajích na Slovensku.  
* U 1 izolátu spa-typu t008 nebyl dohledatelný jeho původ, celkem bylo nasbíráno 61 izolátů se spa-typem t008. 
Tento jeden izolát není zahrnut do celkového součtu v této tabulce, proto je celkem = 412. 
Kraj 
CC5 CC8 CC22 Ostatní 
CC 
Celkem 
t003 t014 t311 Ostatní t008 Ostatní t032 ostatní 
Banská 
Bystrica 
8 16 4 13 13 2 5 4 17 82 
Bratislava 0 1 0 4 1 0 1 0 0 7 
Košice 16 16 22 9 17 0 28 2 22 132 
Nitra 1 4 0 13 8 0 4 0 1 31 
Prešov 10 7 3 13 15 0 15 2 24 89 
Trenčín 0 5 0 6 1 0 5 1 2 20 
Trnava 4 1 0 0 4 1 5 2 4 21 
Žilina 3 5 0 8 1 1 0 0 12 30 
Celkem 42 55 29 66 60* 4 63 11 82 412 
 
U izolátů MRSA bylo provedeno určení SCCmec typů. Největší podíl ze 413 nasbíraných 
izolátů tvořil SCCmec IV (61,26 %), z toho 67 izolátů neslo subtyp SCCmec IVa, 7 izolátů 
SCCmec IVb, 5 izolátů SCCmec IVc, 74 izolátů SCCmec IVh a u 101 izolátů se nepodařilo 
určit podtyp. Zastoupen byl také SCCmec typ II s počtem 106 izolátů (25,67 %). 9,69 % izolátů 




59 z 67 izolátů, které nesly SCCmec IVa, bylo typizováno jako spa-typ t008 (88,1 %). Ze 106 
izolátů SCCmec II jich bylo 55 typizováno jako t014 (51,89 %) a 42 typizováno jako t003 
(39,62 %). Korelace jednotlivých SCCmec a spa-typů je zobrazena v Tabulce 20. 
 
Tab. 20. Rozložení SCCmec typů, jejich procentuální zastoupení u izolátů na Slovensku a spa-typy, které se 







I 41 9,93 % t010, t045, t855, t1683, t2065, t19657, t19662 
II 106 25,67 % t002, t003, t014, t264, t535, t586, t1282, t19658, 
t19660 
IV a 66 15,98 % t008, t015, t179, t622, t1345, t9710, t12321, t19659 
b 7 1,69 % t330, t706, t4545 
c 5 1,21 % t002, t008, t044 
h 75 18,16 % t020, t022, t025, t032, t910, 1302, t2892, t4232, t6589, 
t10016, t19753 
nedourčeno 101 24,45 % t015, t024 t026, t095, t127, t179, t311, t330, t622, 
t656, t671, t779, t1215, t1265, t1282, t1303, t2393, 
t3235, t4264, t5163, t11862, t12321, t17565, t19661 
V 9 2,18 % t034, t065, t314, t316, t880, t4652 
Neurčeno 3 0,73 % t548, t7603, t17768 
 
5.2.4 Panton-Valentinův leukocidin 
Real-time PCR na detekci genu mecA, genu spa a genu luksF pro PVL potvrdila 
přítomnost PVL toxinu u 73 izolátů (17,68 %). Ve 49,3 % ze zmíněných 73 izolátů se jednalo 
o izoláty z infekce kůže a měkkých tkání (n = 36). Relativně vysoké procento přítomnosti PVL 
vysvětluje přítomnost spa-typu t008 (n = 54) a spa-typu t311 (n = 10) ve studovaném souboru. 
U obou těchto spa-typů se PVL často vyskytuje. Průměrný věk pacientů s PVL byl 27,87 let. 
Tento věkový průměr se signifikantně liší (p <0,001) od věkového průměru pacientů bez PVL 





Graf 3. Zobrazení původu a rozložení spa-typů PVL pozitivních izolátů. Jednotlivé spa-typy jsou zobrazeny 
barevně dle legendy vpravo od grafu. Nejčastějšími zástupci PVL pozitivních izolátů jsou spa-typy t008 (n = 54) 
a t311 (n = 10). 
 
5.2.4 mecC 
Nejčastější genetickou determinantou rezistence k meticilinu je gen mecA. Pomocí 
multiplexního real-time PCR byly detekovány PVL pozitivní izoláty a zároveň byla potvrzena 
přítomnost genu mecA. U jednoho z 413 izolátů nebyl gen mecA prokázán, dodatečným testem 
se u tohoto izolátu potvrdila přítomnost genu mecC. Tento izolát byl spa-typu t7603 a 
rezistentní byl pouze k oxacilinu a cefoxitinu. Vzorek pocházel z ambulantního stěru z rány. 
 
5.3 Fyziologické vlastnosti dominantních linií MRSA v ČR a na Slovensku 
Fyziologické vlastnosti, jako je růstová rychlost, produkce biofilmu nebo virulence 
(reprezentovaná v této práci produkcí hemolytických exotoxinů) mohou být významné faktory 
ovlivňující úspěch odlišných linií dané patogenní bakterie. Proto jsme se rozhodli tyto vlastnosti 
zkoumat u izolátů reprezentující současné dominantní linie MRSA v ČR a na Slovensku a také 
u izolátů kmenů dominujících v ČR v nedávné minulosti. Byly vybrány takové izoláty, jejichž 
klonální linie se vyskytují v současné době v České republice a na Slovensku a z přechozích 
studií provedených v České republice byly vybrány kmeny, jejichž klony se v České republice 
vyskytovaly/vyskytují nejčastěji a hrály roli v epidemické situaci MRSA v ČR. Izoláty kmenů 
MRSA vyskytující se v devadesátých letech minulého století a v první dekádě nového tisíciletí 
byly získány laskavostí doc. Oto Meltera. U izolátů byla provedena podrobná charakterizace. 




Tabulka 21. Klonální charakterizace testovaných kmenů. 
Označení 
izolátu/kmene 
spa-typ ST CC 
M23 t586 ST225 CC5 
M25 t003 ST225 CC5 
M30 t034 ST398 CC398 
M66 t032 ST22 CC22 
M93 t014 ST225 CC5 
M117 t011 ST398 CC398 
M122 t008 ST8 CC8 
M276 t005 ST22 CC22 
M870 t008 ST8 CC8 
M897 t032 ST22 CC22 
M911 t311 ST5 CC5 
IC t051 ST247 CC8 
BC t037 ST239 CC239 
CC t030 ST239 CC239 
EMRSA-15 t379 ST22 CC22 
 
5.3.1 Stanovení MIC a PVL 
U vybraných kmenů, které jsou shrnuty v Tabulce 21, byla otestována minimální inhibiční 
koncentrace mikrodiluční metodou. Testována byla MIC k následujícím antibiotikům: 
erytromycin, klindamycin, linezolid, chloramfenikol, tetracyklin, ciprofloxacin, 
sulfametaxazol-trimetoprim, gentamicin, vankomycin a nitrofurantoin. V Tabulce 22 jsou 
shrnuty hodnoty MIC u antibiotik, ke kterým byl minimálně jeden kmen rezistentní, kromě 
penicilinu a cefoxitinu. U těchto dvou antibitiotik přesahovaly všechny kmeny maximální 
hodnotu testu, v případě penicilinu ≥ 4 mg/l, u cefoxitinu ≥16 mg/l.  
Tyto izoláty byly také charakterizovány pomocí real-time PCR na přítomnost genů mecA, spa 
a lukS (gen pro PVL). Všechny testované izoláty měly pozitivní gen spa, který stanovuje 
druhovou specifikaci S. aureus i gen mecA. Z těchto testovaných izolátů měly 4 pozitivní 






Tabulka 22. Hodnoty MIC testovaných kmenů. Rezistentní hodnoty jsou značeny červeně. Pod názvem antibiotika 
jsou uvedeny hraniční hodnoty rezistence podle EUCAST 2021 pro každé antibiotikum pro S. aureus. Vysvětlení 




ERY CLI TET CIP GEN 
>2 >0,5 >2 >1 >1 
M23 ≥8 ≥4 1 ≥8 0,25 
M25 ≥8 ≥4 1 ≥8 0,5 
M30 ≥8 ≥4 ≥8 0,2 4 
M66 0,25 0,06 4 ≥8 0,25 
M93 ≥8 ≥4 2 ≥8 0,25 
M117 1 ≥4 ≥8 0,5 0,5 
M122 ≥8 0,06 0,25 ≥8 0,5 
M276 1 0,12 4 ≥8 ≥16 
M870 ≥8 0,25 2 ≥8 1 
M897 ≥8 ≥4 4 ≥8 0,5 
M911 ≥8 0,25 2 0,5 0,25 
IC ≥8 ≥4 2 ≥8 ≥16 
BC ≥8 ≥4 ≥8 ≥8 ≥16 
CC ≥8 ≥4 ≥8 ≥8 16 
EMRSA15 ≥8 0,06 0,5 ≥8 ≤0,12 
 
 
5.3.2 Růstová rychlost 
U vybraných izolátů (viz Tabulka 21) byla testována růstová rychlost v různých 
podmínkách: v TSB mediu, v TSB mediu s oxacilinem (OXA) o koncentraci 0,001 mg/l a 
v TSB mediu s azitromycinem (AZI) o koncentraci 0,016 mg/l. Testované subinhibiční 
koncentrace byly vybrány jako koncentrace daných antibiotik, u který nebyla pozorována 
inhibice růstu S. aureus při testování mikrodiluční metodou, s přihlédnutím k distribuci hodnot 
MIC u izolátů S. aureus v databázi Evropské komise pro testování antimikrobiální citlivosti 
(EUCAST; dostupné z https://mic.eucast.org/). 
Všechny izoláty byly kultivovány v triplikátu. Růstová rychlost byla měřena každou 
hodinu po dobu 8 hodin a poslední měření bylo provedeno po 24 h od zaočkování kultury. 
Z naměřených hodnot byla vypočítána doba zdvojení, z těchto hodnot byla vypočítána 




Tab. 23. Přehled průměrných dob zdvojení u jednotlivých kmenů MRSA. 
U každého kmene byl od průměrné doby zdvojení vypočítán rozdíl mezi dobami zdvojení. Pomocí Kruskal-
Wallisova testu byla vypočítána statistická významnost rozdílu dob zdvojení. Červeně zvýrazněné rozdíly jsou 
statisticky signifikantní na hladině významnosti 0,05. Výpočet byl proveden z dob zdvojení každého triplikátu. 
Izolát 
Průměrná doba zdvojení (čas) Rozdíl od kultivace bez ATB 




0,01 mg/l OXA 0,016 mg/l AZI 
M23 
34 min 23 s 
± 15 s 
31 min 42 s 
± 43 s 
32 min 49 s ± 
13 s 
-2 min 41 s -1 min 34 s 
M25 
33 min 1 s ± 
10 s 
32 min 58 s 
± 11 s 
34 min 20 s ± 
46 s 
-3 s 1 min 19 s 
M30 
34 min 42 s 
± 15 s 
34 min 19 s 
± 7 s 
35 min 45 s ± 
23 s 
-23 s 1 min 3 s 
M66 
34 min 28 s 
± 26 s 
35 min 5 s ± 
19 s 
34 min 6 s ± 
29 s 
37 s -22 s 
M93 
33 min 19 s 
± 15 s 
32 min 9 s 
± 46 s 
36 min 22 s ± 
14 s 
-1 min 10 s 3 min 3 s 
M117 
36 min 40 s 
± 29 s 
33 min 23 s 
± 1 min 5 s 
36 min 1 s ± 1 
min 
-3 min 17 s -39 s 
M122 
36 min 2 s ± 
36 s 
33 min 26 s 
± 29 s 
35 min 22 s ± 
6 s 
-2 min 36 s -40 s 
M276 
32 min 8 s ± 
24 s 
33 min 30 s 
± 26 s 
34 min 25 s ± 
44 s 
1 min 22 s 2 min 17 s 
M870 
29 min 41 s 
± 31 s 
31 min 44 s 
± 23 s 
31 min 43 s ± 
32 s 
2 min 3 s 2 min 2 s 
M897 
34 min 25 s 
± 54 s 
30 min 40 s 
± 45 s 
32 min ± 13 s -3 min 45 s -2 min 25 s 
M911 
33 min 6 s ± 
1 min 15 s 
35 min 32 s 
± 38 s 
35 min 33 s ± 
35 s 
2 min 26 s 2 min 27 s 
IC 
32 min 14 s 
± 18 s 
31 min 7 s ± 
8 s 
29 min 26 s ± 
9 s 
-1 min 7 s -2 min 48 s 
BC 
37 min 48 s 
± 51 s 
32 min 40 s 
± 22 s 
30 min 15 s ± 
8 s 
-5 min 8 s -7 min 33 s 
CC 
32 min 13 s 
± 42 s 
32 min 39 s 
± 42 s 
29 min 41 s ± 
16 s 





33 min 37 s 
± 21 s 
31 min 7 s ± 
1 min 6 s 
29 min 21 s ± 
14 s 
-2 min 30 s -4 min 16 s 
 
V médiu bez přidaných antibiotik měl při vzájemném porovnání testovaných kmenů 
nejrychlejší průměrnou dobu zdvojení kmen komunitní MRSA M870 (t008, USA300) s časem 
29 min a 41 s. Naopak nejpomalejším byl za těchto podmínek kmen nemocniční MRSA BC 
(ST239) s průměrným časem 37 min 48 s. V médiu s přidaným oxacilinem o výsledné 
koncentraci 0,01 mg/l byla nejrychlejší doba zdvojení pozorována u kmene nemocniční MRSA 
M897 (t032) s časem 30 min 40 s a nejpomalejší u kmene z komunitní linie MRSA M911 (t311) 
s časem 35 min 32 s. Kmen EMRSA15 (CC22) představující nemocniční MRSA vyskytující se 
na začátku tisíciletí měl nejrychlejší průměrnou dobu zdvojení v mediu s přidaným 
azitromycinem o výsledné koncentraci 0,016 mg/l, v těchto podmínkách rostl nejpomaleji kmen 
nemocniční MRSA M93 (t014) s časem 36 min 22 s. Nejvyšší rozdíl v průměrných dobách 
zdvojení vykazoval Brazilský klon (ST239), a to konkrétně 5 min 8 s mezi médiem bez 
antibiotik a s přidaným oxacilinem a 7 min 33 s mezi médiem bez antibiotik a s přidaným 
azitromycinem, přidání antibiotik paradoxně vedlo ke zkrácení doby zdvojení. Kmeny M25, 
M66, M117, M870, M911 a CC nevykazovaly signifikantní rozdíly hodnot doby zdvojení, a 
proto nebyly zahrnuty do dalších výpočtů srovnávacích podmínek jednotlivých kmenů. 
Kmeny M23, M117, M122, M897, IC, BC a EMRSA15 vykazovaly paradoxně kratší 
dobu zdvojení po přidání antibiotika než při růstu v samotném médiu. Kmen M177 je spa-typ 
t011 a patří do klonálního komplexu CC398, ve kterém se vyskytuje také LA-MRSA, kmen 
M122 je spa-typ t008 (CC8) a vyskytuje se převážně v komunitě. Ostatní kmeny, u kterých 
byla pozorována kratší doba zdvojení patří mezi HA-MRSA (M23 – t586, M897 – t032, IC – 
ST247, BC – ST239, EMRSA15 – CC22).  
Srovnání průměrných růstových rychlostí mezi všemi kmeny ukazovalo signifikantní 











Tab. 24. Srovnání růstových rychlostí všech kmenů při růstu bez antibiotik, v přítomnosti oxacillinu nebo 
azitromycinu (TSB/OXA/AZI). Pomocí Kruskal-Wallisova testu byla vypočítána statistická významnost rozdílu 
dob zdvojení. Červeně zvýrazněné rozdíly jsou statisticky signifikantní na hladině významnosti 0,05. Kmeny jsou 
seřazeny v následujícím pořadí: M23, M25, M30, M66, M93, M117, M122, M276, M870, M897, M911, IC, BC, 
CC, EMRSA15. 
Prostředí Doba zdvojení (čas) 
p-
hodnota 
TSB bez přidání 
antibiotik 
34 min 23 s / 33 min 1 s / 34 min 42 s / 34 min 28 s / 33 min 19 s / 
36 min 40 s / 36 min 2 s / 32 min 8 s / 29 min 41 s / 34 min 25 s / 
33 min 6 s / 32 min 14 s / 37 min 48 s / 32 min 13 s / 33 min 37 s 
 
<0,001 
TSB s 0,01 mg/l 
OXA 
31 min 42 s / 32 min 58 s / 34 min 19 s / 35 min 5 s / 32 min 9 s / 
33 min 23 s / 33 min 26 s / 33 min 30 s / 31 min 44 s / 30 min 40 s 
/ 35 min 32 s / 31 min 7 s / 32 min 40 s / 32 min 39 s / 31 min 7 s 
 
<0,001 
TSB s 0,016 mg/l 
AZI 
32 min 49 s / 34 min 20 s / 35 min 45 s / 34 min 6 s / 36 min 22 s / 
36 min 1 s / 35 min 22 s / 34 min 25 s / 31 min 43 s / 32 min /    




Kmeny, které shrnuje Tabulka 21, byly podrobeny dalšímu Kruskal-Wallis testu pro srovnání 
dob zdvojení v různých růstových podmínkách, a to konkrétně porovnání dob zdvojení v růstu 
v médiu bez přidaných antibiotik a v médiu s koncentrací oxacilinu 0,01 mg/l. V tomto případě 
se doba zdvojení signifikantně lišila u kmene M23 (p = 0,011), M122 (p = 0,007), M897 (p = 
0,007). V případě srovnání dob zdvojení mezi růstem v médiu bez antibiotik a v médiu 
s koncentrací azitromycinu 0,016 mg/l byl pozorován signifikantní rozdíl v dobách zdvojení u 
kmenů IC (p = 0,007), BC (p = 0,007) a EMRSA15 (p = 0,007). Porovnávány byly také rozdíly 
v dobách zdvojení mezi médiem s koncentrací 0,01 mg/l oxacilinu a médiem s koncentrací 
0,016 mg/l azitromycinu. Signifikantní rozdíl byl pozorován u kmenů M30 (p = 0,007), M93 
(p = 0,011) a M276 (p = 0,011).  
 
Tab. 25. Pomocí Kruskal-Wallisova testu byla vypočítána statistická významnost rozdílu dob zdvojení u 
jednotlových kmenů. Červeně zvýrazněné rozdíly jsou statisticky signifikantní na hladině významnosti 0,05.  
Izolát a doba zdvojení M23 M122 M897 IC BC EMRSA15 
Srovnávací 
podmínky 
TSB vs TSB + OXA 0,011 0,007 0,007 0,180 0,180 0,180 
TSB vs TSB + AZI 0,136 0,180 0,180 0,007 0,007 0,007 
 
Růstové rychlosti testovaných kmenů byly vzájemně porovnány, v podmínkách růstu bez 




azitromycinu 0,016 mg/l (Tabulka 28).  V případě samotného média bez přidaných antibiotik 
kmen EMRSA15 (průměrná doba zdvojení 33 min 37 s) jako jediný nerostl signifikantně 
odlišně vůči žádnému kmenu. Přidání antibiotik způsobilo signifikantně rychlejší růst (kratší 
dobu zdvojení) EMRSA15 vůči kmenům: M30 (t034; OXA p = 0,010; AZI p = 0,002), M66 
(t032; OXA p = 0,003; AZI p = 0,047), M276 (t005; OXA p = 0,047; AZI p = 0,025) a M911 
(OXA p = 0,002, AZI p = 0,003). Ve všech těchto případech rostl kmen EMRSA15 
signifikantně rychleji.  
Kmen M870 (t008) vykazoval signifikantně kratší dobu zdvojení v porovnání s kmenem 
M30 (t034) ve všech třech testovaných podmínkách (TSB p = 0,006; OXA = 0,023; AZI = 
0,047). Vůči kmenům M66 (t032) a M117 (t011) měl kmen M870 signifikantně kratší dobu 
zdvojení ve dvou podmínkách. U kmene M66 se jednalo o médium bez antibiotik (p = 0,010) 
a s přidaným oxacilinem (p = 0,008), u kmene M117 se jednalo o médium bez antibiotik (p 
<0,001) a o médium s přidaným azitromycinem (p = 0,030). 
Při porovnání kmenů M93 (t014) a BC (ST239) se ukázalo, že v podmínkách bez 
antibiotik má M93 signifikantně kratší dobu zdvojení (p = 0,030), ale po přidání azitromycinu 
o koncentraci 0,016 mg/l má signifikantně kratší dobu zdvojení BC. Kmen BC vykazuje 
takovéto chování i při porovnání s kmenem M911 (t311), kdy v médiu bez antibiotik má dobu 
zdvojení signifikantně kratší než BC (p = 0,013), ale v případě přidání oxacilinu o koncentraci 
0,01 mg/l (p = 0,047) nebo přidání azitromycinu o koncentraci 0,016 mg/l (p = 0,020) má 
signifikantně kratší dobu zdvojení BC. 
Kmen IC (ST247) vykazoval signifikantně kratší dobu zdvojení ve všech třech 
testovaných podmínkách v porovnání s kmeny: M30 (t034; TSB p = 0037; OXA p = 0,005; 
AZI p = 0,003), M117 (t011; TSB p = 0,003; OXA p = 0,040; AZI p = 0,001) a M122 (t008; 
TSB p = 0,007; OXA p = 0,030; AZI p = 0,007). Dále kmen M276 (t005; OXA p = 0,025; AZI 
p = 0,027) a kmen M911 (t311; OXA p <0,001; AZI p = 0,003) měli signifikantně delší dobu 
zdvojení vůči IC ve dvou podmínkách, konkrétně v přítomnosti oxacilinu a azitromycinu. 
Kmeny M30 (t034), M117 (t011) a M122 (t008) měli signifikantní delší dobu zdvojení 
ve dvou podmínkách při porovnání s dobou zdvojení kmene CC. Jednalo se o podmínky 
v médiu bez přidaných antibiotik a v médiu s přidaným azitromycinem na finální koncentraci 
0,016 mg/l (M30: TSB p = 0,047; AZI p = 0,005; M117: TSB p = 0,003; AZI p = 0,003; M122: 
TSB p = 0,009; AZI p = 0,013). 
Shrnutí výsledků Kruskal-Wallisových testů dob zdvojení mezi izoláty v různých 




Tab. 26. Výsledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojení mezi izoláty v TSB mediu bez přidání antibiotik.  
 Signifikantní rozdíly jsou zvýrazněny červeně. p-hodnoty byly vypočteny z jednotlivých časů 
TSB M23 (34 min 23 s) 
M25 0,238 M25 (33 min 1 s) 
M30 0,780 0,144 M30 (34 min 42 s) 
M66 0,926 0,203 0,852 M66 (34 min 28 s) 
M93 0,384 0,756 0,250 0,335 M93 (33 min 19 s) 
M117 0,225 0,017 0,351 0,263 0,037 M117 (36 min 40 s) 
M122 0,367 0,037 0,534 0,419 0,076 0,756 M122 (36 min 2 s) 
M276 0,071 0,534 0,037 0,058 0,351 0,003 0,007 M276 (32 min 8 s) 
M870 0,013 0,192 0,006 0,010 0,106 <0,001 <0,001 0,494 M870 (29 min 41 s) 
M897 0,975 0,250 0,756 0,901 0,401 0,214 0,351 0,076 0,014 M897 (34 min 25 s) 
M911 0,238 1,000 0,144 0,203 0,756 0,017 0,037 0,534 0,192 0,250 M911 (33 min 6 s) 
IC 0,071 0,534 0,037 0,058 0,351 0,003 0,007 1,000 0,494 0,076 0,534 IC (32 min 14 s) 
BC 0,192 0,013 0,305 0,225 0,030 0,926 0,686 0,002 <0,001 0,181 0,013 0,002 BC (37 min 48 s) 
CC 0,087 0,597 0,047 0,071 0,401 0,003 0,009 0,926 0,437 0,093 0,597 0,926 0,003 CC (32 min 13 s) 
EMRSA15 0,514 0,597 0,351 0,456 0,828 0,062 0,120 0,250 0,067 0,534 0,597 0,250 0,050 0,291 EMRSA15 





































Tab. 27. Výsledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojení mezi izoláty v TSB mediu s oxacilinem o koncentraci 0,01 mg/l.  




M23 (31 min 42 s) 
M25 0,456 M25 (32 min 58 s) 
M30 0,120 0,419 M30 (34 min 19 s) 
M66 0,619 0,804 0,291 M66 (35 min 5 s) 
M93 0,040 0,192 0,619 0,120 M93 (32 min 9 s) 
M117 0,082 0,320 0,852 0,214 0,756 M117 (33 min 23 s) 
M122 0,214 0,619 0,756 0,456 0,419 0,619 M122 (33 min 26 s) 
M276 0,456 1,000 0,419 0,804 0,192 0,320 0,619 M276 (33 min 30 s) 
M870 0,663 0,238 0,047 0,351 0,013 0,030 0,093 0,238 M870 (31 min 44 s) 
M897 0,686 0,250 0,050 0,367 0,014 0,032 0,099 0,250 0,975 M897 (30 min 40 s) 
M911 0,136 0,456 0,950 0,320 0,576 0,804 0,804 0,456 0,054 0,058 M911 (35 min 32 s) 
IC 0,144 0,027 0,003 0,050 <0,001 0,001 0,007 0,027 0,305 0,291 0,003 IC (31 min 7 s) 
BC 0,401 0,113 0,017 0,181 0,004 0,010 0,037 0,113 0,686 0,663 0,020 0,534 BC (32 min 40 s) 
CC 0,214 0,047 0,005 0,181 <0,001 0,003 0,013 0,047 0,419 0,401 0,006 0,828 0,686 CC (32 min 39 s) 
EMRSA15 0,136 0,025 0,002 0,047 <0,001 0,001 0,006 0,025 0,291 0,277 0,003 0,975 0,514 0,804 EMRSA 
15 
































Graf 5. Časy zdvojení u jednotlivých kmenů v mediu s oxacilinem o koncentraci 0,01 mg/l. 





Tab. 28. Výsledky Kruskal-Willisova testu u doby zdvojení mezi izoláty v TSB mediu s azitromycinem o koncentraci 0,016 mg/l. 
 Signifikantní rozdíly jsou zvýrazněny červeně. p-hodnoty byly vypočteny z jednotlivých časů.  
0,016 mg/l 
AZI 
M23 (32 min 49 s) 
M25 0,456 M25 (34 min 20 s) 
M30 0,120 0,419 M30 (35 min 45 s) 
M66 0,619 0,804 0,291 M66 (34 min 6 s) 
M93 0,040 0,192 0,619 0,120 M93 (36 min 22 s) 
M117 0,082 0,320 0,852 0,214 0,756 M117 (36 min 1 s) 
M122 0,214 0,619 0,756 0,456 0,419 0,619 M122 (35 min 22 s) 
M276 0,456 1,000 0,419 0,804 0,192 0,320 0,619 M276 (34 min 25 s) 
M870 0,663 0,238 0,047 0,351 0,013 0,030 0,093 0,238 M870 (31 min 43 s) 
M897 0,686 0,250 0,050 0,367 0,014 0,032 0,099 0,250 0,975 M897 (32 min) 
M911 0,136 0,456 0,950 0,320 0,576 0,804 0,804 0,456 0,054 0,058 M911 (35 min 33 s) 
IC 0,144 0,027 0,003 0,050 <0,001 0,001 0,007 0,027 0,305 0,291 0,003 IC (29 min 26 s) 
BC 0,401 0,113 0,017 0,181 0,004 0,010 0,037 0,113 0,686 0,663 0,020 0,534 BC (30 min 15 s) 
CC 0,214 0,047 0,005 0,181 <0,001 0,003 0,013 0,047 0,419 0,401 0,006 0,828 0,686 CC (29 min 41 s) 
EMRSA15 0,136 0,025 0,002 0,047 <0,001 0,001 0,006 0,025 0,291 0,277 0,003 0,975 0,514 0,804 EMRSA15 































Graf 6. Časy zdvojení u jednotlivých kmenů v mediu s azitromycinem o koncentraci 0,016 mg/l. 




5.3.2 Tvorba biofilmu 
U vybraných kmenů (viz Kapitola 3.1.1) byla stanovena tvorba biofilmu pomocí 
modifikované Christensenovy metody (provedení na Obrázku 11). Jako referenční byl použit 
kmen ATCC 25923, u kterého je známa silná produkce biofilmu, po změření výsledných hodnot 
na spektrofotometru vykazoval tento kmen dle očekávání nejvyšší hodnoty OD. Z testovaných 
kmenů byly nejvyšší hodnoty naměřeny u kmene Brazilského klonu (BC). Nejnižší hodnoty 
byly naopak naměřeny u kmenů M25, M117, M911 a CC. Na Grafu 7 jsou zobrazeny boxploty 




Obr. 11. Testování biofilmu, vzorky po obarvení 0,1% krystalovou violetí a opůsobení směsí etanol:aceton 
v poměru 80:20. Na tomto obrázku byly testovány tyto kmeny: levý sloupec shora dolů: M23, M25, M30, M66, 
M93, M117, M122 a M276, pravý sloupec shora dolů: M870, M897, M911, IC, BC, CC, EMRSA15 a referenční 
kmen ATCC 25923. Všechny tyto kmeny byly dělány v triplikátu. Lze vidět různé odstíny fialové v důsledku 
rozdílné tvorby biofilmu. Čím tmavší fialová, tím vyšší produkce biofilmu. Jako negativní kontrola bylo použito 






Graf 7. Zobrazení jednotlivých kmenů při OD620 při stanovení tvorby biofilmu. Kmen ATCC 25923 byl použit jako referenční kmen tvořící biofilmu. Kmeny M25, M93, M117, 




5.3.3 Hemolytická aktivita  
V rámci testování fyziologických vlastností vybraných kmenů byla testována i 
hemolytická aktivita, a to podle modifikované metody vycházející z postupu Tsenga a 
Majerczyka.  
Kmeny BC i CC, které mají stejný ST typ vykazovaly nízkou hemolytickou aktivitu. 
Stejně tak tomu bylo i u ST225 (CC5), kdy kmeny M23, M25 a M93 ukazovaly stejně vysokou 
až mírně vyšší hemolytickou aktivitu jako ST 247 (kmen BC a CC). U ostatních kmenů byla 











6.1 MRSA Fakultní nemocnice v Motole 2018–2020 
Prvním cílem této diplomové práce bylo analyzovat izoláty MRSA, které byly nasbírány 
v období let 2018–2020 ve FN Motol. Tyto izoláty pocházely od pacientů ambulancí, oddělení 
urgentního příjmu, standardních oddělení a jednotek intenzivní péče FN Motol. 
Klonální analýza prokázala dominanci klonálního komplexu 5 (n = 241) mezi izoláty 
MRSA z FN Motol, proporce CC5 byla ale nižší oproti studiím epidemiologie MRSA v ČR 
z minulých let (69,45 % vs 81,41 % a 91,7 %) (Pomorska et al. 2021; Tkadlec et al. 2021).  
Ze všech spa-typů byl nejvíce zastoupen spa-typ t586 s 125 izoláty. Všechny izoláty t586 
byly rezistentní k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu, 4 izoláty byly navíc rezistentní ke 
gentamicinu a 1 k sulfametaxazol-trimetoprimu. Většina izolátů t586 (n = 93) pocházela ze 
standardních oddělení nebo z jednotek intenzivní péče. Kromě studie od Tkadlec a et al., kde 
byl zachycen zvýšený výskyt spa-typu t586 a Pomorské a et al., která analyzovala izoláty 
MRSA z hemokultur a spa-typ t586 byl zastoupen u 129 izolátů z 618 izolátů, se t586 v Evropě 
vyskytuje velmi ojediněle. Studie z ostatních evropských zemí nachází tento spa-typ pouze u 
jednotlivých vzorků, ať už se jedná o izoláty od pacientů (Blumental et al. 2013; Fenner et al. 
2008) nebo ze vzorků odpadních vod (Börjesson et al. 2010). Další hojně zastoupený spa-typ, 
který se také řadí do CC5 byl t014 (n = 45). Kromě jednoho izolátu, který byl rezistentní 
k erytromycinu, klindamycinu a tetracyklinu, byly všechny izoláty patřící k tomuto spa-typu 
rezistentní k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu. Oproti t586, u kterého byly ke 
gentamicinu rezistentní pouze 4 izoláty (3,2 %), bylo u t014 ke gentamicinu rezistentních 18 
izolátů (40 %). 
Třetím nejčastějším spa-typem byl t003, všechny izoláty t003 byly stejně jako t014 a t586 
rezistentní k erytromycinu, klindamycinu a ofloxacinu, ale žádný z těchto izolátů nebyl 
rezistentní ke gentamicinu. spa-typ t003 je významným zástupcem CC5, který dominuje ve 
střední Evropě (Chmielarczyk et al. 2017; Grundmann et al. 2014; Zarfel et al. 2016), ale tato 
práce a další recentní studie naznačují, že v Praze a středních Čechách ho začíná postupně 
nahrazovat t586 (Pomorska et al. 2021; Tkadlec et al. 2021). 
U izolátů HA-MRSA se vyskytují hlavně SCCmecI-III (Ma et al. 2002). spa-typy t003, 
t014 a t586 ve většině případů nesou SCCmecII, což vysvětluje vysoký podíl SCCmecII (68,01 
%) u izolátů z FN Motol. Nebyl zachycen žádný izolát, který by nesl SCCmecI nebo 
SCCmecIII. Tyto dva typy SCCmec kazety se v České republice vyskytovaly hlavně v 90. 




(ST239-IIIA) a Český klon (ST239-III) (Melter et al. 1999; 2003), postupně ale z České 
republiky vymizely a byly nahrazeny jinými úspěšnějšími klony, což vysvětluje postupné 
vymizení SCCmecI a III. 
Nejčastější CA-MRSA byl CC59 (n = 22) reprezentovaný hlavně spa-typem t437 (n = 
17). Většina izolátů CC59 byla pozitivní na PVL. Dva izoláty t437 nesly SCCmecVt, který 
odpovídá Taiwanskému klonu (Monecke et al. 2011), další 2 izoláty nesly SCCmecIV, a to 
konkrétně podtyp SCCmecIVa a SCCmecIVd. Zbytek izolátů t437 nesl SCCmecV. Kromě tří 
izolátů, z nichž 2 byly rezistentní pouze k oxacilinu a cefoxitinu, třetí z nich byl rezistentní i 
k tetracyklinu, byly všechny izoláty CC59 rezistentní k erytromycinu a klindamycinu. 14 
izolátů, včetně již zmíněného, bylo rezistentní mimo jiné i k tetracyklinu. Rezistence 
k erytromycinu a klindamycinu byla detekována u většiny izolátů t437 zachycených 
v desetiletém evropském sběru (Glasner et al. 2015). Klonální komplex 59 je dominantní CA-
MRSA v Číně (Chen et al. 2021), ale záchyty byly reportovány i v Evropě (Glasner et al. 2015). 
Tkadlec et al. zachytili 10 izolátů spadající do CC59 a Pomorská et al. zachytili 6 izolátů t437, 
což by naznačovalo vzrůstající tendenci výskytu t437, na takto malém vzorku se to ale nedá 
stanovit. 
Druhým klonálním komplexem, jehož izoláty se řadí mezi CA-MRSA byl CC8 s 16 
izoláty. Tento klonální komplex byl reprezentován hlavně spa-typem t008 (ST8-IV). 
Epidemiologicky významný klon spadající do CC8 je USA300 (t008-ST8-IVa), který se 
postupně rozšířil v Severní a Jižní Americe, v Evropě jsou ale reportovány pouze raritní záchyty 
(Brauner et al. 2013; Kaïret et al. 2017). Tento klon se vyznačuje přítomností PVL a 
v severoamerické variantě je nositelem ACME (arginine catabolic mobile element), mobilního 
genetického elementu kódujícím katabolismus argininu a zlepšující přežívání stafylokoků na 
povrchu kůže. Z 12 izolátů t008 jich 7 neslo zároveň ACME, PVL i SCCmecIVa, 
charakteristiky odpovídající epidemickému kmenu USA300. 1 izolát t008 nebyl PVL pozitivní, 
další tři izoláty nesly SCCmecIVc a u posledního nebyl detekován ACME. Antibiotický profil 
byl u t008 rozmanitý. Pouze k oxacilinu a cefoxitinu byly rezistentní 2 izoláty, rezistence 
k erytromycinu se prokázala u 8 izolátů, ale ke klindamycinu byly rezistentní pouze 4 izoláty. 
Rezistence k ofloxacinu byla detekována u 7 izolátů a 2 izoláty byly rezistentní ke gentamicinu. 
Pomorská et al. Nezachytili žádný izolát USA300 a Tkadlec et al. detekovali 6 izolátů USA300 
(Pomorska et al. 2021; Tkadlec et al. 2021). 
Ve FN Motol bylo za tři roky také zachyceno 12 izolátů linie CC398, livestock-associated 
(LA) MRSA, z toho bylo 9 izolátů spa-typu t034 a u 6 z nich byl přítomen PVL. Izoláty MRSA 




hlavně s prasaty (Santos et al. 2020; Sieber et al. 2018). Všechny izoláty patřící do CC398 
zachycené ve FN Motol nesly SCCmec V a byly rezistentní k tetracyklinu. Rezistence 
k tetracyklinu je u MRSA CC398 jednou z vlastností, kterou získaly u hospodářských zvířat a 
tato rezistence je brána jako marker pro detekci LA-CC398-MRSA (Ceballos et al. 2019; Price 
et al. 2012). Mimo rezistenci k oxacilinu, cefoxitinu a tetracyklinu byly všechny tyto izoláty 
rezistentní ke klindamycinu, 9 z těchto izolátů bylo rezistentní ještě k erytromycinu a 2 
k ofloxacinu. 
Průměrný věk pacientů s MRSA byl 43,06 let, na rozdíl od studie Tkadlec et al, kde byl 
průměrný věk pacienta s MRSA 67,06 let (Tkadlec et al. 2021). Tak velký rozdíl vysvětluje 
vysoký podíl dětí do 1 roku věku v roce 2018, kdy bylo nasbíráno 48 takových izolátů 
v souvislosti s lokálním rozšířením MRSA mezi pacienty novorozeneckých a dětských 
oddělení (Brown et al. 2019). V dalších letech byly nasbírány již jen dva a jeden izolát od dětí 
do 1 roku. Průměrný věk pacienta s MRSA ve FN Motol v roce 2018 byl 34,69 let, na rozdíl od 
roku 2020, kdy byl průměrný věk 56,01 let. 
Pomocí real-time PCR bylo detekováno 55 izolátů s PVL. V roce 2018 a 2020 bylo 
detekováno 11-12 % PVL pozitivních izolátů (10,88 a 11,86 %). Tyto hodnoty také přibližně 
odpovídají studii od Tkadlec et al., kde byla prevalence PVL 8,6 %. Za rok 2019 bylo nasbíráno 
32 PVL pozitivních izolátů, což odpovídá dvojnásobnému množství jako za rok 2018 (22,7 % 
vs 10,88 %). Častěji byly PVL pozitivní kmeny zachyceny u pacientů v ambulancích/na 
oddělení urgentního příjmu ve srovnání s pacienty standardních oddělení a JIP (32 vs 23). PVL 
se vyskytuje u komunitní MRSA, a proto je toto logické vysvětlení. Zároveň byl průměrný věk 
pacientů s PVL (28,87 let) signifikantně nižší (p <0,001) než průměrný věk pacientů bez PVL 
(45,73 let). Stejně tak tomu bylo ve studii od Tkadlece et al., kdy průměrný věk pacienta s PVL 
byl 31,5 let a průměrný věk pacienta bez PVL 69 let (Tkadlec et al. 2021). Všechny izoláty 
s PVL nesly SCCmecIV (konkrétně SCCmecIVa/IVc) nebo SCCmecV, nebyl detekován žádný 
PVL pozitivní izolát s SCCmecII. 
 
6.2 MRSA Slovensko, leden – duben 2020 
Tato část diplomové práce byla iniciována na základě toho, že neexistují veřejně dostupná 
data o epidemiologické situaci MRSA na Slovensku a díky spolupráci se společností Unilabs 
Slovensko provozující síť mikrobiologických laboratoří, se naskytla příležitost charakterizovat 
MRSA cirkulující na Slovensku. Ze slovenského sběru bylo celkem nasbíráno 413 




Geografické rozložení izolátů není rovnoměrné, a zatímco nejvíce izolátů bylo nasbíráno 
z Košického kraje (n = 132), z Prešovského kraje (n = 89) a z Banskobystrického kraje (n = 
82), tak například z Bratislavy bylo získáno pouze 7 izolátů. V porovnání se sběrem ve FN 
Motol, která představuje terciární zdravotnické zařízení soustřeďující vysoce odbornou péči o 
pacienty z celé ČR, byly ve Slovenské studii zahrnuty spíše lokální zdravotnická zařízení 
(okresní nemocnice), nebo dokonce zařízení primární péče (praktičtí lékaři a polikliniky). Nelze 
tedy jednoznačně srovnávat. 
Nicméně podobně jako ve FN Motol byly nejčastějšími spa-typy t014 (n = 55; 13,32 %) 
a t003 (n = 42; 10,17 %) z klonálního komplexu 5. Tyto počty jsou srovnatelné s počty izolátů 
spa-typu t003 (n = 34; 9,80 %) a t014 (n = 45; 12,97 %) ve FN Motol. U slovenských izolátů 
t014 nebyla prokázána rezistence ke gentamicinu, naopak ve FN Motol bylo 18 ze 45 (40 
%) izolátů t014 rezistentní ke gentamicinu. Na Slovensku byl CC5 dále reprezentován spa-
typem t311 (ST5-IV). Na Slovensku bylo celkem zachyceno 29 izolátů, 10 z nich bylo pozitivní 
na PVL. Tkadlec et al. zachytil celkem 2 izoláty t311, jeden izolát PVL pozitivní a jeden PVL 
negativní. Ve FN Motol (2018-2020) byly zachyceny 3 izoláty, všechny bez PVL. Oproti spa-
typům t003, t014 a t586, které patří do ST225 a nesou SCCmecII, t311 patří do ST5 a nese 
SCCmecIV. Podtyp tohoto SCCmec se však nepodařilo dourčit. Od ST225 spa-typů t003, t014 
apod. typicky s rezistencí k erytromycinu, klindamycinu a fluorochinolonům se izoláty spa-
typu t311 liší i absencí fluorochinolonové rezistence a pouze 18 z 29 izolátů t311 bylo 
rezistentních k erytromycinu, 17 z nich i inducibilně ke klindamycinu. Navíc některé izoláty 
t311 byly rezistentní pouze k oxacilinu a cefoxitinu (n = 8). 
Další zajímavostí ve srovnání s FN Motol a Českou republikou je téměř úplná absence 
t586, který patří ve FN Motol a dalších českých nemocnicím k dominantním spa-typům a na 
Slovensku byly zachyceny pouze 2 izoláty spa-typu t586. Ve studii od Tkadlec et al. 
v Olomouckém, Zlínském a Moravskoslezském kraji, které sousedí se Slovenskem, nebyl 
zachycen žádný izolát spa-typu t586, ten se vyskytoval hlavně v Praze, Středočeském a 
Libereckém kraji. Ve Zlínském kraji patřila většina izolátů spa-typu t003, v Moravskoslezském 
kraji byl také dominantní spa-typ t003, byl detekován i t014. V Trenčínském kraji, který 
sousedí se Zlínským krajem, ale nebyl detekován ani jeden izolát t003, zato bylo zachyceno 5 
izolátů t014 a dalších 6 izolátů patřící do CC5. V Žilinském kraji, který sousedí 
s Moravskoslezským krajem byly zachyceny 3 izoláty t003 a 5 izolátů t014. Rozdíl v těchto 
záchytech může být vysvětlen tím, že většina slovenských izolátů z těchto krajů pocházela 
z ambulantního prostředí, zatímco izoláty ze Zlínského a Moravskoslezského kraje pocházely 




Dalším významným klonálním komplexem byl CC22 (n = 74) s vysokým zastoupením 
spa-typu t032 (n = 63). Všechny izoláty t032 nesly SCCmec IVh a byly rezistentní 
k fluorochinolonům, k erytromycinu bylo rezistentních 52 izolátů, z toho 12 izolátů bylo 
indukovaně rezistentních ke klindamycinu, 40 izolátů, které byly rezistentní k erytromycinu 
bylo také rezistentních ke klindamycinu. Tento spa-typ se řadí mezi významné zástupce HA-
MRSA známý jakožto epidemický klon EMRSA-15 nebo také Barnim klon, Tento klon patří 
mezi hlavní linie MRSA v Evropě, s výskytem v Německu (Grundmann et al. 2014), Rakousku 
(Zarfel et al. 2016), v  Maďarsku tvoří většinu izolátů (66,67 %) z hemokultur (Horváth et al. 
2020), ale v České republice, kde se ve vyšší frekvenci vyskytoval kolem roku 2006 
(Grundmann et al. 2010) postupně vymizel. Recentně Tkadlec et al. zachytili pouze 1 izolát 
t032 ze 441 izolátu a Pomorská et al. zachytili 2 takovéto izoláty (Pomorska et al. 2021; Tkadlec 
et al. 2021). Ve studii izolátů FN Motol byl pouze jeden izolát t032. 
Třetím významně zastoupeným klonálním komplexem byl CC8 (n = 64) reprezentovaný 
spa-typem t008 (n = 60). U 54 izolátů t008 byla zjištěna přítomnost genu lukSF pro PVL 
současně s přítomností ACME. Tyto izoláty patří k epidemickému kmeni USA300, který se ale 
v okolních evropských zemích příliš nevyskytuje a významný je hlavně v USA a v Jižní 
Americe (Gustave et al. 2020; Nurjadi et al. 2019; Reyes et al. 2009; Tenover et al. 2006). Klon 
komunitní MRSA USA300 je kromě rezistence k β-laktamovým antibiotikům rezistentní 
k erytromycinu a fluorochinolonům (Tenover et al. 2006). Kromě 4 izolátů byly všechny 
slovenské izoláty rezistentní k fluorochinolonům a 54 izolátů bylo rezistentní k erytromycinu. 
Relativně častý výskyt USA300 na Slovensku je významný objev z epidemiologického 
hlediska. Slovensko může představovat potenciální rezervoár USA300 v Evropě. V budoucnu 
plánujeme provést bližší charakterizaci těchto izolátů včetně celogenomového sekvenování, 
které by umožnilo zasadit Slovenské izoláty USA300 do globální epidemiologie tohoto 
významného kmenu komunitní MRSA. 
Dalším představitelem komunitní MRSA v Evropě je tzv Evropský klon CA-MRSA 
CC80, který patří mezi dominantní zástupce CA-MRSA v Evropě (Rolo et al. 2012). Z tohoto 
klonálního komplexu byly ale zachyceny pouze dva izoláty spa-typu t044. Systematické review 
studií reportující výskyt CC80 naznačuje, že tento kmen CA-MRSA je v řadě Evropských zemí 
postupně nahrazován jinými kmeny (Mairi et al. 2020). 
Z 413 Slovenských izolátů bylo zachyceno 5 izolátů patřící do CC398 LA-MRSA, z toho 
3 izoláty patřily do spa-typu t034. Kromě jednoho izolátu spa-typu t779, který byl rezistentní 
pouze k oxacilinu a cefoxitinu a nesl SCCmecIV, byly všechny izoláty CC398 rezistentní 




Překvapivě byl na Slovensku, v zemi s tradicí chovu dobytka, detekován nižší počet izolátů 
CC398 (5 z 413 izolátů; 1,2 %) než ve FN Motol (12 z 347 izolátů; 3,46 %). 
Z izolátů pocházejících ze Slovenska byl detekován 1 izolát patřící do ST130 (spa-typ 
t7603, CC130), u kterého byl detekován gen mecC, který je homologem genu mecA a také 
zajišťuje rezistenci k β-laktamovým antibiotikům. První záchyt genu mecC byl v roce 2011 
z kravského mléka a byl detekován u několika linií – CC130, CC705, ST245 (García-Álvarez 
et al. 2011). Ve stejném roce byl tento gen detekován také u dvou pacientů z nemocnic v Irsku 
(Shore et al. 2011). V obou těchto studiích byl gen mecC nesen na SCCmecXI (García-Álvarez 
et al. 2011; Shore et al. 2011). Vzhledem k absenci primerů pro SCCmecVII – SCCmecXIV, 
v PCR eseji použité v této studii, nebyl u tohoto izolátu stanoven SCCmec typ. Jedná se o první 
záchyt mecC na Slovensku. V České republice byl detekován první případ mecC v roce 2010 
(Mališová et al. 2018). V roce 2020 byl reportován případ izolátu MRSA u závodního koně 
v Japonsku, který nesl 2 geny způsobující rezistenci k β-laktamovým antibiotikům – mecA i 
mecC. Tento izolát byl spa-typu t127 (CC1) (Sekizuka et al. 2020). Z izolátů na Slovensku byl 
detekován jeden izolát se spa-typem t127, tento izolát ovšem nesl pouze gen mecA. 
Přestože spolu Česká republika se Slovenskem sousedí a dochází mezi nimi k aktivnímu 
přesunu osob i zboží, zastoupení jednotlivých spa-typů je mezi těmito zeměmi odlišné. Jedním 
z faktorů ovlivňující toto porovnání může být rozdílné zaměření sběru izolátů MRSA, Tkadlec 
et al. i tato studie z FN Motol cílily hlavně na izoláty pocházející z nemocničního prostředí, 
sběr izolátů na Slovensku probíhal více jak z poloviny v ambulancích. Nelze tedy přímočaře 
srovnávat výsledky charakterizace Slovenských MRSA se situací ve FN Motol, potažmo ani 
v ČR (Tkadlec et al. 2021). Nicméně přesto věřím, že naše studie reflektuje významné rozdíly 
v epidemiologii MRSA mezi oběma zeměmi a je v tomto směru důležitým počinem. 
 
6.3 Fyziologické vlastnosti dominantních linií MRSA v ČR a na Slovensku 
Staphylococcus aureus, respektive MRSA, je jedna z předních patogenních bakterií 
reprezentující celosvětový problém antimikrobiální rezistence. Všestrannost a schopnost 
adaptace MRSA se projevuje variabilitou prostředí, do nichž kmeny MRSA pronikly, ať už se 
jedná o prostředí nemocničních zařízení, komunity, nebo chovu hospodářských zvířat. Od 
prvních zaznamenaných případů v 60. letech 20. století byly zdokumentovány vzestupy a pády 
řady linií MRSA, které se v určité oblasti nebo i globálně staly dominantními a po určité době 
byly vystřídány jinou linií MRSA. Tak tomu bylo např. v Portugalsku s Iberijským a 




republiky, kde dominanci Iberijského a Brazilského klonu vystřídal kmen EMRSA-15, který 
byl posléze nahrazen klonálním komplexem 5 se spa-typy t002, t003, t014 a nejnovějším t586 
(Grundmann et al. 2010; Melter et al. 1999; 2003; Pomorska et al. 2021; Tkadlec et al. 2021). 
CC5 dosud přetrvává v České republice jako dominantní linie MRSA, jak potvrdila i první část 
této diplomové práce monitorující epidemiologii MRSA ve FN Motol. 
Mezi jednotlivými liniemi MRSA existují významné rozdíly ovlivňující schopnost dané 
linie uspět v kompetici s jinými kmeny MRSA v daném prostředí. Rychlost růstu, která 
reprezentuje efektivitu využívání dostupných zdrojů, může být zásadní výhodou selektujícím 
mezi kmeny. Vzhledem k exponenciálnímu růstu bakterií i drobný rozdíl v době zdvojení může 
vést k rychlému převládnutí rychleji rostoucího kmene. Přítomnost antibiotik je významným 
faktorem ovlivňující kompetici bakterií. Zatímco vliv vysoké koncentrace antibiotika na 
kompetici citlivého a rezistentního kmene je zřejmý, při kompetici rezistentních kmenů není 
výsledek takto snáze předpověditelný. Navíc prostředí s antibiotiky v koncentrací vyšší, než je 
minimální inhibiční koncentrace existuje víceméně pouze po přechodnou dobu u pacienta na 
dané antibiotické terapii, mnohem častěji spolu bakterie kompetují v prostředí 
kontaminovaném subinhibičním množstvím antibiotik. Inspirací pro tuto studii byla práce 
Gustave et al., ve které autoři porovnávali růstovou rychlost a prováděli kompetiční pokusy 
mezi izoláty kmene USA300 a jeho předchůdci, z nichž se tento kmen vyvinul. Akvizice genů 
rezistence předchůdci kmene USA300 měla při růstu v čistém médiu za následek prodloužení 
doby zdvojení vůči citlivým izolátům bazální linie kmene, výsledky kompetičních pokusu 
v mediu bez antibiotika potvrdily růstovou výhodu citlivého kmene, nicméně při přidání 
subinhibičního množství ceftriaxonu (0,125 mg/l) nebo ofloxacinu (0,003 mg/l) vycházely 
kompetiční pokusy ve prospěch rezistentních kmenů (Gustave et al. 2018). Drobným 
nedostatkem studie je, že autoři nestanovili růstovou rychlost i v prostředí s koncentracemi 
antibiotik testovanými v kompetičních pokusech. 
V této diplomové práci bylo cílem srovnat obdobným způsobem dominantní klonální 
linie MRSA v ČR, byly proto sledovány rozdíly v růstové rychlosti (průměrná doba zdvojení) 
mezi izoláty reprezentující významné linie MRSA v ČR za podmínek růstu v čistém médiu 
(TSB), ale i v médiích s přídavkem subinhibiční koncentrace oxacilinu (0,001 mg/l) nebo 
azitromycinu (0,016 mg/l). Tato antibiotika byla vybrána dle údajů o spotřebě antibiotik 
v Evropě (Plachouras et al. 2018) a také vzhledem k tomu, že testované kmeny byly k těmto 
látkám rezistentní. 
V prostředí bez antibiotik vykazoval izolát reprezentující CA-MRSA kmen USA300 




v polovině případů dosáhl rozdíl statistické významnosti. Tento výsledek odpovídá dřívějším 
studiím, které prokázaly nižší negativní dopad na rychlost růstu u menšího SCCmec elementu 
typu IV, typicky pro CA-MRSA, v porovnání s větším typem II běžným u HA-MRSA (Collins 
et al. 2010).  
V prostředí s oxacilinem a azitromycinem měli nejkratší dobu zdvojení izoláty 
reprezentující HA-MRSA: EMRSA-15 a Iberijský klon, respektive ty, které rostly signifikantně 
rychleji než většina ostatních CA-MRSA a HA-MRSA klonů. Kmeny LA-MRSA patřily při 
všech podmínkách mezi izoláty s nejdelší dobou zdvojení, což pravděpodobně souvisí 
s relativně vzácnou detekcí těchto kmenů jak u hospitalizovaných pacientů, tak v komunitě 
(Voss et al. 2005). 
Zajímavým zjištěním naší studie bylo, že u řady kmenu přítomnost antibiotik 
v subinhibiční koncentraci vedla paradoxně ke zkrácení doby zdvojení.  
Nicméně je možné, že výsledky mohly být ovlivněny zvolenou metodou stanovení 
růstové rychlosti, případně nereflektovanou změnou – například změnou šarže kultivačního 
média apod. Proto plánujeme již mimo rámec diplomové práce pokusy zopakovat s využitím 
přístroje umožňujícím kontinuální měření optické density při kultivaci v 96 jamkové destičce. 
Tento přístroj bude v nejbližších týdnech instalován na pracovišti školitele. 
Kompetiční esej mezi studovanými kmeny, která se z časových důvodů nestihla, by 





• U izolátů MRSA pocházejících z FN Motol za období 2018-2020 byla potvrzena 
stávající dominance CC5 reprezentovaného hlavně spa-typem t586. 
• Byla vyvrácena hypotéza předpokládající stejné rozložení spa-typů u slovenských 
izolátů pocházejících z období leden-duben 2020. Přestože je, stejně jako v České 
republice, dominantní CC5, jsou bohatě zastoupeny i další klonální komplexy, např. 
CC8 a CC22. 
• Ve FN Motol jednoznačně dominuje CC5 se spa-typem t586, na Slovensku byl tento 
spa-typ zachycen pouze ve dvou případech. Přesto se tam CC5 vyskytuje, a to hlavně 
t003 a t014, mimo těchto spa-typů je významný výskyt t311, v některých případech 
PVL pozitivní. t311 se řadí do ST5 (t003 a t014 spadají pod ST225). Významný je také 
podíl HA-MRSA t032 (SCCmecIVh), jak již bylo zmíněno výše. Oproti FN Motol, kde 
byly detekovány 2 izoláty t026 z CC45 a Tkadlec et al, kde detekovali 1 izolát t026, 
bylo na Slovensku detekováno 21 izolátů t026 (SCCmecIV). Pro longitudinální trend 
by bylo potřeba tento sběr zopakovat a rozšířit.  
• Byl objeven výskyt epidemického klonu USA300 na Slovensku v celkovém počtu 54 
izolátů. Jedná se o jedinečný evropský záchyt. 
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